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ABREVIATÜRAS
Aa; âcido araquidônico
AMP, ADP, ATP: adenosina 5'-mono, di- y trifosfato 
CAMP : âcido adenllico ciclico *
ACTH: hormona adrenocorticotropa.
AdoHcy: homocisteina tiolactona 
AdoMet: S-adenosil-L-metionina
AGEPC: 1-0-alquil-2-acetil-3-glicerofosfocolina.
CMP, CDP,CTP citidina mono-, di- y trifosfato 
cGMP; âcido guanilico ciclico 
Con A: concanavalina A 
CDP-colina: citidlndifosfocolina 
CDP-etanolamina: citidlndifosfoetanolamina 
EGTA âcido etilenglicol diaminotetraacético,
FMLP: formil-metionil-leucil-fenilalanina
HEPES; âcido 4(2-hidroxietil)-piperacin—1-etan-sulfônico
HETE: âcido hidroxieicosatetraenoico
HHT; âcido hidroxiheptadecanoico
HPTE: âcido hidroperoxieicosatetraenoico
GSH: glutation reducido
GSSG: glutation
Ig: inmunoglobulina
PAF: factor agregante de plaquetas
PF4 factor 4 de plaquetas
PMA: acetato forbolmiristico
PMN leucocitos polimorfonucleares
PMT: S- adenosil-L-metionina: fosfatidiletanolamina-N- 
me til-transferasa 
PG; prostaglandina 
PC: fosfatidilcolina
PME : fosfatidil-N-monometiletanolamina
POE ; fosfatidil-N.N-dimetiletanolamina
PI: fosfatidilinositol
DPI: fosfatidilinositon 4-fosfato
TPI; fosfatidilinositol 4,Sbifosfato
LPC: lisofosfatidilcolina
LPI: 1 iso fosf atidilinositol '■*
PA: âcido fosfatfdico ^
RBL; Basôfilos de rata leucémica
- IV -
TMB-8 : 8 -(N,NI-dietilamino)octil- 3,4,5- trimetoxibenzoato 
TB: tromboxano
TG, DG, MG; tri- di- monoacilglicerol 
GP glicerol fosfato
Zc; zimosSn revestido de comolemento.
Enzimas:
-fosfocolina transferasa: CDP-colina; 1,2, diglicérido 
fosfocolina transferasa
fosfoetanolamina transferasa; CDP-etanolamina: 1,2 di- 
glicerido fosfoetanolamina transferasa
citidiltransferasa: CTP: fosfocolina citidiltransferasa 
PMT: S-adenosil-L-m«tionina: fosfatidiletanolamina-N-me 
tiltransferasa.
-1-
1.- INTRODUCCION
1.1. LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES
Los leucocitos perifêricos se dividen en formas 
granulares y agranulares. Los monocitos son células 
mononucleares que contienen escaso ntîraero de grânulos.
En el hombre, los granulocitos se dividen en eosinôfilos, 
basôfilos y neutrôfilos, de acuerdo con la afinidad de 
sus grânulos por los colorantes âcidos o bâsicos que se 
utilizan corrlentemente.
Los neutrôfilos tienen como misiôn fundamental la 
lucha contra los agentes patÔgenos que invaden el orga­
nisme.
Durante el siglo pasado, Metchnikoff y sus segui- 
dores pensaron que la fagocitosis era el principal méca­
nisme de defensa(l). Ehrlich propuso la hipôtesis de que 
la funcîÔn de los leucocitos era la sécreciôn de sustan- 
cias microbicidas en los centros de infecciôn. Describiô 
los grânulos y especulô que los neutrôfilos secretaban 
sustancias que estarîan almacenadas en esos grânulos. 
Aunque la hipôtesis mâs aceptada durante muchos anos ha 
sido que la principal funciôn de los neutrôfilos era la 
fagocitosis y la muerte intracelular de los microorga- 
nismos fagocitados, durante los ûltimos anos se ha acep- 
tado que el proceso secretorio es intrînseco a las fun- 
ciones normales de defensa durante la inflamaciôn. A 
ello ha contribuido el mayor conociroiento del contenido 
y funciôn de los grânulos.(Para una revisiôn ver 2)
Los neutrôfilos se desarrollan a partir de células 
hematopoyéticas indiferenciadas de la médula ôsea. En la 
fig. 1  se represents un esquema del proceso de maduraciôn 
de los neutrôfilos humanos.
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MEDULA
( desarrollo; 14 dlas)
f
mleloblasto pro
7,5 dlas
mielocito
6.5 di
PMN maduro 
SANGRE (Tl/2 6 horas)
TEJIDOS (funciôn 1-2 dfas)
Maduraciôn de los neutrôfilos humanos.
Los grânulos cltoplasmâticos representados en negro son 
los grânulos azprôfilos ( primaries o peroxidasa-posi­
tives; los blancos representan los grânulos especificos 
(secundarios o peroxidasa-negativos).
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En el estado de promielocito aparecen las gra- 
nulaciones. Los promielocitos son cêlulas relativamente 
grandes C15 de dlâmetro, aproximadamente). Los grâ­
nulos cltoplasmâticos se tinen de color rojo pûrpura 
con Wright-Glemsa. Cuando maduran y pasan al estado de 
mielocitos, las granulaciones pierden sus propiedades 
azurôfîlas y se tinen con colorantes âcidos y bâsicos 
(de ahf el nombre de neutrôfilosî.
Las granulaciones neutrôfilas fueron llamadas 
grânulos especificos, ya que eran caracterlsticas de los 
neutrôfilos y las dlferenciaban de otros granulocitos 
como eosinôfilos y basôfilos, que a su vez poseen otros 
grânulos caracterlstlcos.
La aparîciôn secuencial de grânulos azurôfilos y 
neutrôfilos, refleja la formaciôn de dos tipos distintos 
de grânulos, ambos présentes en la célula madura. Los 
grânulos azurôfilos, formados durante la etapa de pro­
mielocito, contienen peroxidasa y permanecen en la cê- 
lula a lo largo del proceso de maduraciôn. La neutrofilia 
aparece cuando se produce un segundo tipo de grânulos 
que no poseen peroxidasa, y que finalmente son mâs abun- 
dantes que los azurôfilos (en una proporcîôn 2:1). Ahora 
se utilizan los têrminos primario y secundario para cla- 
sificar a los grânulos peroxidasa + y peroxidasa - , 
respectivamente.
El contenido de los grânulos se ha estudiado por 
têcnicas citoqufmicas y anâlisis bioquïmico de los 
grânulos aislados. En la tabla I se resume la composi- 
ciôn (2 ):
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TABLA
GRANULOS PRIMARIOS 
(AZUROFILOS)
GRANULOS SECUNDARIOS 
(ESPECIFICOS)
Cobalofillna (proteina 
que une Vltamlna B^g)
Colagenasa
Protelnas Scldas
Hidrolasas âcidas Llsozlma
-glicerofosfatasa âcida Lactoferrina
-glucuronidasa
-N-acetil-B- glucosamlnldasa 
-manosidasa 
-arilsulfatasa 
-galactosldasa 
-5-nucIeotidasa 
-fucosidasa
-proteaaa âcida (catepaina)
Proteaaas neutras
-proteaaa similar a quimotrlpsina 
-elastasa 
-colagenasa
Proteinas catidnicas
Mieloperogidasa
Lisozima
Mucopolisacâridos âcidos
Los grânulos secundarios son distintos de los liso- 
somas en cuanto.a su contenido. La fosfatasa alcalina, 
considerada como un raarcador de grânulos secundarios, no 
estâ asociada a ellos en humanos. En la actualidad, los 
marcadores especificos de secundarios son la lactoferrina 
y la cobalofilina.
Las colagenasas de los grânulos primaries y secun­
darios parecen ser distintas.
1,2.- DESGRANULACION
La desgranulaciôn estâ asociada a la fagocitosis, pero 
no depends de ella. Se produce cuando se funde la membrana 
de los grânulos con la membrana de la 'vacuola fagocîtica, 
con extrusiôn del contenido del grânulo en la vacuola. Los 
constituyentes de los grânulos pueden verterse también al me 
dio extracelular durante la fagocitosis. La extensiôn de es­
ta liberaciôn extracelular depende del, grado dèl estimuloffa 
gocitario; del nûmero y del tipo de partfculas ingeridos, y 
del tipo de grânulo ( ver 2) para réf.). La lisozima y la 
lactoferrina son mâs susceptibles de liberaciôn extracelular 
que la peroxidasa y las hidrosilasas âcidas, por ejemplo.
Si la superficie del objeto que se va a fagocitar estâ 
opsonliada por complejos antigeno-anticuerpo, o por comple- 
mento, los neutrôfilos se adhieren a ella, y se produce la 
desgranulaciôn como si la superficie hubiera sido interna- 
lizada("fagocitosis ffustrada"). También se produce desgranu 
laciôn extracelular cuando los neutrôfilos se tratan con cl 
tocalasina B, que interfiere con los microfilamentos, con 
lo que las células pierden su capacidad de ingerir particu­
les .
La desgranulaciôn extracelular es importante en la pa- 
tologia de la inflamaciôn, ya qye se han identificado diver- 
sas enzimas proteollticas que podrlan digerir los tejidos. 
Ciertas drogas antiinflama<borias (colchicina, corticosteroi- 
des) inhiben la desgranulaciôn y la liberaciôn del contenido 
de los grânulos fuera de la célula.
La desgranulaciôn de los grânulos secundarios ocurre 
antes que la de los primaries (3). A ciertas concentracio- 
nes del ionôforo A23187, ConA, PMA y algunos metabolites 
del âcido araquidônico (2, 4), de liberan principalmente 
los grânulos -secundarios. Estos grânulos parecen ser espe- 
cialmente accesibles. De hecho, los polimorfonucleares (PMN) 
segregan espontâneamente el contenido de los grânulos secun 
darios. Parece que su exocitosis es intrinseca a la partici 
paciôn de los neutrôfilos en una respuesta inflamatoria, se 
produzca o no fagocitosis. Los procesos celulares que son
—* A
necesarios y suficientes para la fusiôn de los grânulos con 
la membrana plasmâtica y para la exocitosis no estân claros. 
Se saben que estan relacionados procesos taies como el flujo 
de Ca ensamblaje de microtûbulos, los microfilamentos, la 
glicolisis y el metabolismo de nucleotidos ciclicos (2 ) .
El contacto con la membrana plasmâtica no es suficiente 
para la fusiôn y exocitosis, ya que los PMN tratados con ci- 
tocalasina B (que impide el ensamblaje de los microtûbulos), 
todavia requieren algûn estimulo exôgeno de superficie, como 
la ocupaciôn de receptores de factores quimiotâcticos, o de 
Fc, para que tenga lugar la desgranulaciôn.
El Ca^* (5)es necesario para ôbtener una desgranulaciôn 
ôptima en la mayoria de las condiciones expérimentales.Sin 
embargo Sroolen y Weissman (6 ) estudiaron la importancœa rela 
tiva del Ca^^ intra y extracelular utilizando quelantes y an 
tagonistas del Ca^^. Pudieron observer liberaciôn de enzimas 
lisosomales y produciôn de iôn superôxido ..en presencia de 
EGTA; inhibidores de la caAmodulina y el TMB- 8  que inhibe 
la movilizaciôn del Ca^^ intracelular inhibian la desgranula 
ciôn y la producciôn de superÔKido estimuladas por formil- 
metionil-leucil-fenilalanina (FMLP), inmunocomplejos y PMA. 
Estos resultados indican que es la movilizaciôn del calcio la 
que tiene un papel critico en el proceso de desgranulaciôn; 
aunque la entrada de calcio extracelular puede servir para am 
plificar la respuesta, no se requiers para su expresiôn. Pa­
ra buscar las zonas de acumulaciôn y movilizaciôn del calcio 
utilizaron têcnicas de precipitaciôn ey microscopla electrô- 
nica. Sus resultados sugieren que el Ca^^ estâ almacenado en 
el plasmalema y se libera sôlo en las reglones estimuladas de 
la membrana después de la interacciôn ligando-receptor.
No estâ Clara la intervenciôn de los cationes monovalen­
tes en la desgranulaciôn. Hoffstein ( &) ha aportado pruebas 
a favor de que el Na es necesario para la secreciôn de enzi 
mas y este requerimiento de Na^no estâ relacionado con el po 
tencial de membrana.
Los nucleotidos ciclicos modulan la respuesta secreteria 
pero sin actuar comô segundos mensajeros. En los neutrôfilos 
la adiciôn de cAMP o cGMP no es suficiente para que la célula
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se active. Pero la adiciôn de cAMP exôgeno y de agentes que 
elevan los niveles de cAMP disminuyen la desgranulaciôn y 
otras respuestas celulares. La adiciôn de cGMP y agentes que 
elevan el cGMP, la aumentan; estos datos sugieren un papel de 
los nucleotidos ciclicos en la regulaciôn de la activaciôn de 
los neutrôfilos. Pero no estâ claro todavia si los niveles de 
cGMP se elevan deppuês de la estimulaciôn. También hay resul_ 
tados contradictories sobre el cAMP. (Para réf. ver la revi­
siôn 6 ). Los resultados mâs recientes indican un aumento 
transitorio de los niveles de cAMP después de la estimula - 
ciôn con lâtex, factores quimiotâcticos, inmunocomplejos, 
A23187 (6 ) y zimosân revestido de complemento (.7) . El auroen 
to de cAMP es anterior a la desgranulaciôn y a la producciôn 
de superôxido.
Los nucleotidos ciclicos podrian afectar la exocitosis 
modulando el ensamblaje de los microtûbulos. El isoprotere­
nol y las prostaglandinas, que aumentan los niveles de cAMP 
disminuyen el ensamblaje de microtûbulos y la movilizaciôn 
de los grânulos. PG y PMA, que elevan el cGMP, aumentan
el ensamblaje y la movilizaciôn de los grânulos t6 )-
No se conoce bien el papel del flujo de aniones.en neu­
trôfilos. En otras células losaagentes que bloquean el flujo 
de aniones bloquean la secreciôn. Korchak y cols. (8 ) vieron 
que en PMN humanos, la desgranulaciôn estimulada por inmuno- 
complejos o A23187 era inhibida por inhibidores del transpor 
te de aniones, pero estos inhibidores no tenfan una acciôn 
especifica.
La desgranulaciôn afecta a las propiedades de la membra 
na. Causa, por ejemplo, una neutralizaciôn de la carga de la 
superficie celular. Este cambio estâ asociado con una mayor 
adhesividad. Ademâs, la exocitosis de los grânulos secunda* . 
rios estâ asociada a un aumento en el numéro de receptores 
de péptidos quimiotâcticos. Se ha propuesto que la liberaciôn 
de los grânulos secundarios puede producir una nuevo suminis^ 
tro de receptores quimiotâcticos libres, que permitirla la 
continuaciôn de las respuestas migratorias de los neutrôfi­
los. Sin embargo, también se ha observado disminuciôn de 
la respuesta. La mayor adhesividad y menor respuesta a facto 
res quimiotâcticos puede servir para que los neutrôfilos de- 
jen de vagabundear y se queden en el centro de inflamaciôn
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donde tienen que cumplir su raisiôn fagocîtica y huicrobicida.
Durante el desarrollo del neutrôfilo (paso del estado de 
promielocito a mielocito) hay una sintesis de protelnas muy 
activa , pero no en el PMN maduro,que no puede volver a recon£ 
truir sus grânulos una vez que los ha liberado. La secreciôn 
de grânulos se détecta pocos minutes después de la exposiciôn 
del PMN al estimulo adecuado (in vitro) y es mâxima a los 30 
minutes generalmente (2 )
La lisozima, lactoferrina y cobalamina, contenidas en 
los grânulos secundarios, tienen propiedades antimicrobianas 
La lisozima -lis» la pared bacteriana de varias bacterias 
gram positivas; el efecùo inhibltorio de la lactoferrina pue 
de resldlr en la quelaciôn de las trazas de hierro necesa - 
rlas para la prollferaciôn de ciertas bacterias.(2 ).
En resumen, la respuesta secretorla del PMN libera subs 
tancias antimicrobianas al medio extracelular, proporciona 
mécanismes para la aaçllflcaclôn y modulaciôn de las respues 
tas inflamatorlas, Influye en el comportamlento de otras cé­
lulas Inflamatorlas especlallzadas implicadas en el reconccl 
mlento inmune especlfico y puede proporcionar senales que in 
hiban la producciôn de PMN en la médula ôsea.
Hasta ahora hemos comentado la funciôn secretoria del 
PMN. En el sigulente apartado vamos a estudlar el aspecto fa 
gocitario.
Un fagocito (neutrôfilo, eoxlnôfllo o monoclto) sigue 
su camino para encontrarse con la partlcula que va a fago­
citar por qulmiotaxis y migra hacia ella sigulendo un grad 
dlente de concentraclôn. Una vez que encuentra el objeto, 
empieza el proceso de fagocitosis. El objeto puede ser re- 
cublerto por protelnas derlvadas del huésped y el PMN lo re 
conoce como una substancla de la cual hay que deshacerse.
Estas protelnas (opsoninas) son inmunoglobulinas y factores 
del complemento y se cree que son reconocidas por receptor- 
res especifices présentes en la membrana del neutrôfilo.
Una vez que el objeto es identificado, es ingerido y empie­
za su destrucciôn.
La energla que neceslta el PMN para la ingestiôn la ob 
tiene del ATP producido en la glicolisis anaerobia. No influ 
yen sobre ella ni la hipoxia ni los inhibidores de la fosfo 
rilaciôn oxldativa como KCN.
La acciôn bactericida impiica una serie de mécanismes
que se ponen en marcha por dos acontecimientos : la desgra 
nulaciôn, de la que ya hemos hablado, y la iniciaciôn de la 
explosiôn oxidativa. Vamos a comentar con mâs detalle las 
fases de quimiotaxis y explosiôn oxidativa.
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1.2.- QUIMIOTAXIS
La quimiotaxis es la migraciôn dirigida de las células a 
lo largo de un gradients. {Para una rev. ver 10 y 11). Los 
factores quimiotâcticos estimulan el ensamblaje y la orga- 
nizaciôn de los microtûbulos y la localizaciôn de los micro 
filamentos. Se piensa que los microtûbulos pueden ser nece 
sarios para la orlentacién y direcciôn de la locomociôn, 
mientras que los microfilamentos pueden requerirse para la 
contracciôn.
La primera fase de la quimiotaxis es "sensorial": se 
genera una senal por la interacciôn entre el factor quimio- 
tâctlcé y su receptor. Las bacterias detectan diferencias 
de concentraciôn respecte del tiempo mientras que los PMN 
detectan fundamentalmente diferencias de concentraciôn del 
agente qhimiotâctlco a lo largo de sus dimensiones.
Existen mécanismes de adaptaciôn al estimulo.Cuando 
los PMN se ponen en presencia de una cierta dosis de fac­
tor quimiotâctico no responden a una nueva estimulaciôn 
con una concentraciôn igual o ligeramente mayor, pero si 
responderân de nuevo si se eleva suficientemente la concen 
traciôn de estimulo. Esta adaptaciôn es necesaria para que 
las cêlulas migren en un gradiente de concentraciôn (1 0 ). 
Algunos autores (12) piensan que la adaptaciôn es compati 
ble con una disminuciôn de la afinidad del receptor por el 
FMLP debido a la existencia de-cooperatividad negative y/o 
a la inducciôn de una expresiôn selective de una poblaciôn 
heterogênea de receptores.
Los PMN son atraidos por una gran variedad de sustan­
cias: factores del complemento C567, C3a, C5a y Cê conver- 
tasa son quimiotâcticos, asi como péptidos formilados(13) 
factor activante de plaquetas (14) y metabolites derivados 
del âcido araquidônico (15): el âcido 5,12-dihidroxieicosa 
tetraenoico es active a 10 ^M mientras que 5,11,-dihidroxi 
y 1 2 -hidroxieicosatetraenoico son menos actives y necesitan 
concentraclones mâs altas ( 1 0  ^).
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Los péptidos formilados se han usado mucho en el estu- 
dio de la quimiotaxis. Estan relacionados con factores qui­
miotâcticos liberados por bacterias. Los péptidos mâs potan 
tes son los que tienen un residuo aromâtico en la posiciôn 
C-terrainal.
La gran especificidad de estos compuestos sugiriô que 
sus efectos estaban mediadas por un receptor (K^=10 ^M).
Los polimorfonucleares hidrolizan los péptidos formilados. 
Esto sugiere que una proteasa puede disociar el péptido del 
receptor después de generar la senal, con lo que los rece£ 
tores volverian a estar disponibles para detectar nuevas mo 
léculas de péptido. Récientemente Kelson (16) ha encontrado 
que otro tipo de enzima, la fosfolipasa C, aumenta la capa 
cidad de uniôn del péptido quimiotâctico en PMN humanos, 
aumentando el nûmero de receptores especificos para el pé£ 
tido, pero sin aumentar la uniôn de C5a.
Si el complejo ligando-receptor no es hidrolizado, 
puede ser internalizado. Este proceso es tiempo y tempera 
tura dependiente-
No existe una relaciôn clara entre el nûmero de recep­
tores disponibles y la respuesta quimiotâctica. Por ejem­
plo, la exposiciôn de PMN a un factor quimiotâctico deri- 
vado del complemento causÔ una desactivaciôn ^ referencial 
(17)t las células perdieron la capacidad de respuesta tan 
to a ese estimulo como al péptido formilado, aumentando 
el nûmero de receptores. La exposiciôn previa al péptido 
quimiotâctico, sin embargo, produjo una pérdida de centros 
de uniôn al péptido y provocô una desactivaciôn preferente: 
disminuyô mâs la eespuesta al péptido que al factor del com 
piemento. La exposiciôn del neutrôfilo a bajas concentra- 
ciones de estlmulos desgranulantes (18) como el ionôforo, 
aumentô el nûmero de receptores y redujo la afinidad apa- 
rente.
Los PMN de caballo son capaces de responder quimiotâc 
ticamente a C5a pero no responden a ninguno de los péptidos 
N-formilados, a pesar de que poseen receptores con alta 
afinidad para los péptidos quimiotâcticos en la superficie 
celular. Aunque no son capaces de iniciar la quimiotaxis, 
el receptor media la producciôn de superôxido y la secre-
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Ciôn de enzimas lisosomales. El nûmero de receptores que 
posee el neutrôfilo de caballo es sôlo 1 / 1 0  del nûmero de 
receptores de otras especies. Tal vez este cmmportamiento 
se deba a que no hay una densidad suficiente de receptores 
para percibir un gradiente quimiotâctico (1 1 ).
La fagocitosis de zimosân (19) inhibe la uniôn del 
péptido a su receptor, y esta inhibiciôn parece estar me- 
diada por la oxidaciôn de grupos tioles.
La interacciôn entre el factor quimiotâctico y el 
receptor genera una senal que se transmlte produciéndose 
el movimiento direccional de la célula. Existen ciertos cam 
bios mediados por receptores, râpidos y transitorios, que 
podrlan tener un papel importante en la amplificaciôn de la 
senal, taies como râpidas alteraciones en el potencial de 
membrana, cambios en el flujo iônico, en los niveles de 
nucleotidos ciclicos, metilaciôn de protelnas y fosfollpi-
dos, fosfolipasa A. y metabolismo del âcido araquidônico.
+ + 2+La quimiotaxis es ôptima en presencia de Na , K , Ca 
y Mg^^. Marasco y cols. (20) han confirmado experiencias 
anteriores de que los cationes divalentes no son necesarcbos 
para la orientaciôn pero si para la locomociôn. Los PMN se 
movlan mejor en un medio con magnesio que en un medio con 
calcio y magnesio. En sus expérimentes, la quelaciôn del 
magnésie abolla totalroente la locomociôn en una câmara de 
Zigmon. Sin embargo otros autores, que utilizan câmaras de 
Boyden, consideran que el calcio es esencial para la mâxi­
ma respuesta quimiotâctica.
Los factores quimiotâcticos producen râpidas altera­
ciones en el flujo de cationes monovalentes y la activaciôn 
de una ATPasa Na^-K^ dependiente. El papel del Ca^^no estâ 
aûn bien definido; aumenta la perroeabilidad al calcio y se 
libera calcio internamente unido a membranas al estimular 
con péptidos quimiotâcticos. Los cambios de permeabilldad 
se bloquean con inhibidores de la lipooxigenasa, pero no 
la liberaciôn de calcio intracelular (21). Becker y cols. 
(2 2 ) han sugerido que la movilizaciôn del calcio inducida 
por factores quimiotâcticos y el metabolismo del âcido 
araquidônico estân relacionados.
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No estâ claro si se requieren variaciones de 
nucleotidos ciclicos y fosforilaciôn de oroteînas 
para la quimiotaxis. La carboximetilaciôn de pro­
teinas parece estar iraolicada en la quimiotaxis 
de neutrôfilos de conejo (23) pero no se ha demos^  
trado en neutrôfilos ni en macrôfagos humanos. La 
metilaciôn de fosfolipidos parece ser también im­
portante en la quimiotaxis de monocitos (24) y 
neutrôfilos (25 ).
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1.3.- EXPLOSION OXIDATIVA
Es una ruta metabôlica que no funciona cuando ■>la célu­
la esté en repose. Su funciôn es producir un grupo de agen­
ces altamente réactives mediante reducciôn parcial del jOj. 
(Para una revisiôn ver 2,26 y 27)
Lo primero que se supo de esta ruta fue que al estimu­
lar se producîa un gran aumento del consume de oxigeno (28) 
cuya misiôn no era proporcionar energla para la fagocitosis 
(•S'?); parte de él, al menos, era convertido en HgOg.
La explosiôn oxidativa consiste en el aumento de:
-consume de Og
-producciôn de aniôn superôxido 0 ^
-producciôn de ^ 2 ^ 2
-actividad de la ruta de Embden-Meyerhoff de la glicolisis.
Esta ruta se activa durante la fagocitosis de bacterias 
y particules de zimosân opsonizadas, esferas de létex,estômu 
laciôn con PMA,e ionôforo. Sôlo requiere contacto con el estlmu 
mule y energla.
Aunque hay cuatro procesos distintos, parece que todos 
dependen de una ûnica actividad enzimâtica, ya que en la en- 
fermedad granulomatosa crônica todas estân abolidas. Esta en 
zima es la que cataliza la reducciôn de Oj a . Ha habido 
una gran controversia sobre si el douante de electrones era 
NADPH o NADH. Babior en su revisiôn explica las razones que 
inc1inan la balanza hacia el NADPH. La reacciôn catalizada 
por la NADPH oxidasa es
, j 2 0% + NADPH -------- > 2 0“ + NADP'*’ + h'*’
El perôxido de hidrôgeno se produce mediante la acciôn 
de la superôxido dismutasa:
2) 2 o” + 2 h"’"---------- Og + HjOj
La activaciôn de la ruta de las hexosasmonofosfato tie^  
ne lugar •’•gracias al aumento de NADP^ durante la explosiôn 
oxidativa. Ademâs de la reacciôn (1) hay otra fuente de 
NADP^l el sistema petoxidasa-reductasa del glutation, que e« 
responsable de la eliminaciôn del HgOg.
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2 GSH + HgOg ------------------------^  GSSG + 2 HgO
NADP'*’ NADPH
La accidn bactericida del HgOg résulta muy potenciada 
en presencia de un haldgeno (Cl,o I ) y el enzima mi elope 
roxidasa, que abunda en los granules primaries.
X" + HgOg ^ XO“ + H-^ O
Se pensô que el mécanisme per el que merlan;las bacte- 
rias era debido a la halegenacidn de la pared, o a la descar 
boxilacidn de les aminoâcides cen produccidn de aldehides td 
xices. La hipdtesis mâs reciente propone la muerte de les mi 
creorganismos debida a la accidn del/inglete de exigene
OCl" + HgOg— + Cl" + HjO
Se ban describe cinco anomalias geneticas que afectan 
alguna de las enzimas implicadas;
- La enfermedad granulomatosa crdnica, en la que es inactive 
el enzima que forma Og
- La deficiencia severa de glucosà -6 -P deshidrogenasa
- La deficiencia de mieloperoxidasa
- La deficiencia de la glutation reductasa y de la peroxidasa
Las des primeras se manifiestan cerne infeccienes reçu - 
rrentes que empiezan en la ninez. Cerne régla general, las des 
siguientes deficiencias ne preducen preblemas de infeccidn 
grave y hay dudas respecte a la gravedad de la quinta.
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1.4.- MEM3RANAS
Los très componentes mayoritaries de las meicbra- 
nas son preteinas, lipides y oligosacârides.
El modèle que se ajusta mâs a les resultades expé­
rimentales es el del mosaico fluide (31 ) . en cendicienes 
fisielôgicas ne sôle les lipides estân en un estado flui­
de y pueden desplazarse ; las preteinas intrlnsecas inser- 
tas en la bicapa lipldica pueden difundir lateralmente a 
velecidades que dependen de la viscosidad de la membrana.
Las des caras de la membrana ne son idênticas en su 
compesicidn. Les eligesacârides, per ejemple, estân dispues- 
tes sdle en la cara externa de la membrana plasmâtica. Las 
preteinas y lipides tampoce estân distribuldos de manera 
simétrica . Per ejemple, la mayor parte de la esfingemielina 
y la foé^tidilcelina estân lecalizades en la cara externa 
de la membrana, mientras que fesfatidiletanolamina y la 
fesfatidilserina se encuentran en el lade citeplasmâtice de 
la membrana del eritrocite.
La cempesicidn qulmica de una membrana no es necesaria- 
mente constante a le large del tiempe : varia con el estado 
de diferenciacidn, la dieta y la administracidn de hdrmenas 
e dregas.
Les lipides y preteinas de membrana se recamblan a 
distinta velecidad. Les fesfellpides tienen una velocidad 
de recambie mâs râpide que las preteinas.
En la prâctica, para medir el recambie de fesfellpides 
se raide la degradacidn de melâculas previamente marcadas 
en vez de determiner la velecidad de incerporaciôn de pre- 
cursores. De esta manera, se evitan cemplicacienes debidas 
a fluctuacienes en el tamafle y actividades especlficas de 
les "pools" de precurseres. En arabes cases hay que distin- 
guir entre el recambie neto y las reaccienes de intercambie 
isetdpico.
Tedes los lipides de membrana son anfipâtices. Las 
cuatro clases que aparecen en membranes eucaridticas son: 
-Glicerofesfâtides: la melâcula de glicerel estâ esterifi- 
cada cen âcides grases de cadena larga. El grupe fosfate 
estâ unide a una base de cadena certa e al mioinesitol.
-Esfingollpides: El esqueleto es una melécula de esfingo-
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sina.
-Glicollpidos: La base es una ceramlda a la que . este- 
rifica#en el -OH del carbono uno^xosas o polisacâridos 
complejos.
-Esteroles entre los cuales el colesterol es el mâs repre­
sentative .
A grandes rasgos, la composicidn y proporcidn de 
las-distintas clases de fosfelipidos de les leucecitos 
perifêricos es bastante parecida a la de la mayor!a de 
las cilulas de mamiferes. Una diferencia es su mayor con- 
tenido en glicollpidos. De todos modos, la mayorla de les 
Qstudios anallticos se ha realizado en células complétas 
debido a que un buen fraccienamiento subcelular es diflcil 
de conseguir; per eso la informacidn sebre diferencias a 
nivel subcelular es escasa. En membrana plasmâtica hay un 
relative enriquecimiento de colesterel,glicollpidos y fes- 
follpidos, especialmente esfij^ngomelina. Las vacuolas fage- 
clticas de polimorfonucleares de . < cobaya son ricas en 
colesterol libre, y contienen tambiân mayor cantidad de 
fosfollpidos por miligramo de protelna que las células 
totales. También hay mâs fosfatidilinositol y una mayor 
preporcién de lecitinas disaturadas que en las membranes 
de células enteras (32).
La velecidad a la que la membrana plasmâtica se sin- 
tetiza ne varia drâsticamente cuande las células atraviesan 
périodes de intensa actividad (33). Geedall y cols, demes- 
traron que la membrana plasmâtica eliminada de la superficie 
celular durante la fagecitesis era reemplazada incluse 
cuande la slntesis de preteinas estaba bloqueada, sugirien- 
de que existe una réserva celular de algunas preteinas de 
membrana plasmâtica.('3-4 j
Los fosfollpidos pueden ser transferidos de unas mem- 
branas a otras mediante preteinas especlficas, pero es 
dudese que estas reaccienes de intercambio centribuyan a la 
slntesis neta de membranes (^^'^^) .
Les fesfellpides mâs abondantes de la membrana son 
fosfatidilcolina y fesfatidiletalenamina•
La compesiciôn de membranas de neutréfiles ne estimu 
lades es segûn Serhan y cols. (36): fosfatidilcolina 40.4%
fosfatidiletanolamina 34.1%, fesfatidilserina 9.9%, esfin- 
gomielina 9.9%, fosfatidilinositol 6.0%, fesfatidato 0.12% 
y cardiolipina 0.11%.
La fosfatidilcolina puede sintetizarse (ver esauema) 
per des vlas principales, la de la CDP-colina (37-38) y la 
de la transmetilacidn (39-40) .
La primera ruta implica la transferencia de fesfoceli- 
na a oartir de la CDP-colina (37,38) y la de la transmetila- 
ciôn (39,40) .
La primera ruta imolica la transferencia de fesfecelina 
a partir de la CDP-colina a una melécula de diglicérido- La 
enzima que cataliza esta reacciôn es la CDP-colina: 1,2-dia- 
cilglicerel fesfecelinatransferasa (EC.2.7.8 •2). La segunda 
via consiste en la adicién de très grupes metile al grupe 
amine de la melécula de fesfatidiletanelamina, siendo la S- 
adenesil-L-metienina (AdeMet) el denante de grupes metile.
La enzima encargada de catalizar esta reacciôn es la S-ade- 
nesil-L-metienina : fesfatidiletanolamina-N-metiltransfe-
rasa. En el higade de rata anbas enzimas estân localizadas 
principalmente en la fracciôn microsomal.
La fesfatidilcolina se puede sintetizar ademâs por aci- 
laciôn de una lisofosfatidilcolina (41) o per intercambie de 
base (42) .
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1.5.- TRAN5C0LINACI0N
La enzima que transflere fosfocolina parece ser distinta 
a la que transfiere fosfoetanolamina. La enzima CDP-colina;
1 ,2 -diglicérido fosfocolina transferasa de hîgado de rata tie 
ne dH ôptimo 6 .5-7.5 (37).
La CDP no puede ser sustitufda por ADP, UDP ni GDP-coli- 
na Y aunque dCDP-colina puede ser sustrato, carece de importan 
cia a nivel fisiolôgico. La reacciôn estâ totalmente blooueada 
por los iones calcio y magnesio (43).
En hlgado de rata, las dos transferasas poseen distinta 
especificidad de sustrato (44). La fosfocolina transferasa 
no mues Ira especificidad por diglicéridos con distintos gra­
des de insaturaciôn. Loas âcidos grasos en posiciôn 1 de los 
diglicâridos utilizados cor la fosfocolinatransferasa varîan 
del laûrico al heptadecanoico, pero con la fosfoetanolamina- 
transferasa se introducen peor los âcidos menores de 17:0 (45).
La CDP-etanolamina inhibe là fosfocolinattansferasa y la 
CDP-colina, la fosfoetanolaminatransferasa (46). Ambas reaccio 
nés pueden ser inhibidas por D- o L-serina formândose en este 
caso fosfatidilserina.
Cuando se incuban con CMP 'las dos enzimas catalizan la 
reacciôn inversa liberando diglicérido y CDP-base. La activi­
dad de la reacciôn inversa es mayor en el caso de la fosfoco­
lina transf era sa .
La fosfocolinatransferasa requiere magnesio y el manga­
nèse puede reemplazarlo parcialmente. En el caso de la fosfo- 
etano lamina transf erasa el maganeso es mâs efectivo crue el mag. 
nesio. El calcio y el bario son inhibidores (37). Las dos en­
zimas son estimuladas por deoxicolato, y la fosfocolinatrans­
ferasa es mâs sensible al tratamiento con otros detergentes . 
Mientras que la fosfocolinatransferasa es estimulada por fos­
follpidos , la otra enzima es inhibida. Las etapas orevias de 
la slntesis de fosfatidilcolina a partir de colina estân re- 
presentadas en el esquema.
En higado de rata (47) la colina quimasa estâ localiza- 
da en el sobrenadante de 1 0 0 .0 0 0 g y es ligeramente mâs baja 
en el adulto crue en los fetos cinco dîas antes del nacimiento 
para después bajar.
La citidiltransferasa estâ en el sobrenadante v en
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microsomas. La actividad varia con la edad del animal.
La fosfocolinatransferasa, cinco dfas antes del nacimiento, 
tiene una actividad de s6lo un lo% de la actividad en 
estado adulto.
Vance y Choy (4 3 ) han revis ado la regulacidn de la 
sintesis de fosfatidilcolina. La formaciôn de fosfocolina 
no parece ser la etapa limitante. En higado y pulmdn de 
rata (4 9 ) f en células HeLa .(^so) hepatocitos cultivados 
(51) , y en corazdn de hSmster ( 5 2 ) t el paso limitante pare­
ce ser la formaciôn de CDP-colina.
La citidiltransferasa se encuentra tanto en la frac- - 
ciôn soluble como en la microsomal de higado de rata. En 
la fracciôn soluble existe en dos formas de distinto peso 
molecular; la de mayor peso molecular necesita lipidos, 
preferentemente lisofosfatidiletanolamina para su mâxima 
actividad (53) , también activan (in vitro) fesfatidilserina, 
fosfatidilinositol y âcido fosfatldico. La Citidililtrans­
ferasa microsomal es estimulada por niveles bajos de lisofo- 
fosfatidilcolina e inhibida a concentraciones altas (5’4 ) .
Se han propuesto très mécanismes para la regulaciôn de 
la : citidiltransferasa. La actividad de esta enzima puede 
estar regulada por la concentraciôn de sustrato en células 
HeLa (519 ) , por la concentraciôn de lisofosf atidiletanolami­
na en higado de rata ^ 5  ),por eyfosfatidilglicerol en pul- 
môn (56 r 5 ") y en higado de galle por la fosfocolina (58).
Los requerimientos de iones son distintos segûn el 
sistema utilizado. En la espinaca, los requerimientos de 
magnesio y manganese son comparables pero en semilla de 
ricino, el magnesio es nueve veces mâs activo que el manga­
nese (59).
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1.6,- TRANSMETILACIQN
Es la ruta catalizada por la S-adenosil-L-metionina: 
fosfatidiletanolamina- N-metiltransferasa (PMT). La PMT 
se ha estudiado en muchos sistemas. En eritrocitos (6 o* se 
encuentra asociada a membranas plasmâticas, pero en gene­
ral ( higado (61 ,62), mêdula adrenal (63 )^  Neurospora Cras 
s a  ( 64 ) s e  encuentra asociada a microsomas.
La actividad de la PMT en microsomas de higado de ra 
ta es 500-1000 pmol/min/ mg protelna (6.1/ 82^ ) . La actividad 
de la fosfocolina-transferasa es aproximadamente 1 0 0 0  pmol/ 
/min/mg proteina en ese ôrgano. Pero la sintesis de fosfa- 
tldilcolina por transmetllaciôn requiere la transferencia 
de très grupos metilo, por lo que esta ruta es unas très 
veces menos eficiente que la de la CDP-colina en higado 
de rata. Estos datos concuerdan con los de Sundler y cols.
( 65) , quienes calcularon que el 20-40% de fosfatidilcolina 
se sintetiza por transmetilaciôn en dicho ôrgano. Esto sig­
nifies que en células o tejidos en los que la actividad de 
la transmetilaciôn es 1 -0 .1 % de la de higado de rata, sôlo 
de sintetiza un 0.5% de fosfatidilcolina por transferencia 
de grupos metilo, por lo que, aunque en higado la transmet! 
laciôn tiene un papel en la sihtesis de fosfollpidos, no 
ocurre lo mismo en otros sistemas.
La adenosilhomocisteina es un metabolito de todas las 
metilaciones mediadas por S-adenosil-L-metionina, y es un po 
tente inhibidor competitive de la PMT. La afinidad de la 
mayoria de las PMT es mayor por la S-adenosilhomocisteina 
que por la S-adenosil-L-metionina (1^ , 6 7 ). Por lo tanto las 
concentraciones relatives AdoMet/AdoHcy pueden regular las 
reacciones de N-metilaciôn. Hoffman y cols. (f;g) encontra- 
ron que, en higado de rata, al dismimuir la relaciôn AdoMet/ 
/AdoHcy se inhibe la PMT mientras que la adiciôn de bromo- 
benceno, que aumenta dicha relaciôn al disminuir los niveles 
de AdoHcy, aumenta la metilaciôn.
La AdoHcy résultante de una reacciôn de transmetilaciôn 
se dégrada râpidamente a adenosiïsa y homocisteina. La homo- 
cisteina se recicla a metionina via metiltetrahidrofolato y/o 
betaina metiltransferasa, produciendo diluciôn de la activi­
dad especifica de la AdoMet intracelular.
— 2 4 “
Metionina
A
H^Folato
MeH^Folato
rNfN-Me^Gly
S-Adenosilmetionina
^ceptor
'aceptor metilado
' f
Adenosilhomocisteina
Betaina |îHomocisteina + Adenosina
Metabolismo de la S-adenosilmetionina
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Activaciôn de la metilaciôn de fosfollpidos en diversos sistemas
SISTEMA ESTIMÜLO AUTOR y REF
hepatocitos rata
microsomas ”
mastocitos
linfocitos
reticulocitos 
glioma rata 
c. Leydig rata
giSndula pineal 
D. discoideum
glucagon
CAMP, ATP 
vasopresina, 
angiotensina H 
A23187
puenteo rece£ 
tores IgE
Con A 
Con A
isoproterenol
isoproterenol
gonadotropina 
8 -Br-cGMP 
toxina côlera
adrenalina 
cGMP, Ca^ '*’
extractos pituitaria vasopresina
RBL
c. hamster cultivo
miocardio rata 
neuritis rata
tumor pituitaria 
cristalino polio
Ig E
transformaciôn 
virica
L-tiroxina
factor crecimiento 
nervio
factor liberador 
corticotropina
diferenciaciôn
Geelen, (1979) (71) 
Castano.(1980) (62)
Ma to 1982 ,(72)
Alemany 1982 (73)
(74), (75)
Ishizaka 1980,1981
Hirata 1979 ,(-7f.)
Hirata 1980 (77)
Moore 1982 (78)
Hirata 1979' .(7Q.)
Munzel 1982 (80)
Nie to (8 .1 )
Saavedra 19 80 ;(82_)
Alemany 1980 .(83) 
Garcia Gil 1980
Prassad 1981 .(85)
Crew s 1980 (gg.)
Mazière 1981 (?7)
Limas 1980 (8 8 )
Pfenninger (89)
Hook 1982 . (9.0)
Zelenka 1982 (91)
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Inhibiciôn de la metilaciôn de fosfollpidos en diversos sistema
SISTEMA
leucocitos conejo
ESTIMULO AUTOR y REF.
factores Hirata 1979 (2 5 )
quimiotâcticos
macrôfagos 
plaquetas 
leucocitos ratôn
trombina
Pike 1979 (2 4 )
Shafftil 1979 (92)
inductores Honma 1981 (93)
diferenciaciôn
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Se ha sugerido que existen dos metiltransfarasas : una, 
encargada de la introducciôn del primer metilo, y una segun­
da que introduciria los dos siguientes (60 , 6 :^ . Existe una 
con trover sia acerca de esto. Otros autores ^^.,82) gon par- 
tidarios de la existencia de una sola PMT. El requerimiento 
de Mg^^ es variable segûn los sistemas.
Una de las evidencias mâs fuertes a favor de la exis­
tencia de dos PMT se ha obtenido en basôfilos de conejos leu 
cëmicos (69) . A bajas concentraciones de S-adenosil-L-metio­
nina, extractos de RBL incorporan grupos raetilos en fosfati- 
dil-N-monoraetiletanolamina principalmente, y a concentracio- 
neg mâs altas, en fosfatidilcolina. Se han aislado variantes 
que introducen bien el primer metilo, pero s61o poseen el 2 0 % 
de la capacidad de introducir el2f ’metilo en • fosfatidil-N,N- 
dlmetiletanolamina y fosfatidilcolina (respecte a la linea 
paterna). Otra variante s6 lo es capaz de un 18% de introduc- 
ciôn del primer metilo pero puede meti_lar fosfatidil-N-mono 
metiletanolamina y fosfatidil-N,N-dimetiletanolaimina para sin 
tetizar fosfatidilcolina. La reconstituciôn mediante fusiôn de 
las dos variantes produjo una metilaciôn noirmal.
Una gran variedad de estlmulos producen aumento o dismi- 
nuciôn de fosfollpidos metilados en diversos sistemas. Un re- 
sumen de los detos estân recogidos en las dos tablas siguien­
tes .
No parece existir un mécanisme ûnico para la modulaciôn 
de la PMT. Se han sugerido cAMP, cGMP, Ca^^Mg^^y una interac 
ciôn directa receptor-enzima.
Se ha sugerido que la N-metilaciôn podrfa tener un papel 
importante en la taansducciôn de senales que actûan en la mem 
brana celular, ya que la N-metilaciôn aumenta cuando se ocu- 
pan los receptores beta en reticulocitos, con glucagôn en he 
patocitos, al estimular la mitogénesis de linfocitos con ConA 
y de mastocitos con IgE.
Utilizando inhibidores de la taansmetilaciôn Pike y cols. 
(7 0 ) sugirieron que la metilaciôn era necesaria para la trans 
ducciôn de senales en monocitos después de la uniôn de pépti- 
dos quimiotâcticos al receptor, lo cual llevaba a una confor- 
maciôn môvil de la célula y a la liberaciôn de âcido araquidô 
nico.
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Hirata y Axelrod ) han propuesto que la ruta de la 
transmetilaciôn podrfa proporcionar moléculas de fosfatidil- 
colina ricas en araquidonato. Sin embargo el âcido araquidô- 
nico liberado puede provenir no sôlo de la acciôn de una fo£ 
folipasa A^ sobre fosfatidilcolina, sino también de fosfati­
dilinositol mediante la acciôn de una fosfolipasa C o de la 
fosfolipasa A^.
Muchos tejidos ( ver rev. Michell 1975) como cortex 
cerebral, pâncreas, glândulas parôtidas etc. experimentan un • 
aumento del recambio del fosfatidilinositol cuando son estimu 
lados para producir secreciôn.
Karnovsky y Wallach (8 6 ) demostraron que la incorpora- 
ciôn de en âcido fssfatfdico y fosfatidilinositol era mâs 
râpida en leucocitos polimorfonucleares durante la fagocitoais 
que en estado de repose. Mâs tarde Sastry y Hokin (°7^  demos- 
traron que la incorporaciôn de inositol marcado en fosfatidil 
inositol también aumentaba durante la fagocitosis.'TSus' re- 
sultados indicaban que el aumento de incorporaciôn de P 
en fosfatidilinositol no era el resultado de una mayor acti­
vidad especffica del âcido fosfatfdico, precursor del fosfati­
dilinositol. Los trabajos de Tou y Stjernholm 98 )en polimor­
fonucleares de cobaya senalaban que el aumento de radiactivi- 
dad en fosfatidilinositol y sus derivados mono y difosforila- 
dos se debfan a una mayor velocidad de la sfntesis de estos 
fosfollpidos durante el tiempo de marcaje.
El mécanisme mediante el cual los distintos efectores 
aumentan el recambio del fosfatidilinositol no se conoce bien, 
pero no es la adenilato ciclasa. Michell (85) sugiriô que el 
aumento del recambio del fosfatidilinositol estaba asociado 
con una variaciôn en el metabolismo del Ca^^, produciéndose 
un incremento en la entrada o movilizaciôn del Ca^^del inte­
rior de la célula, dando lugar a un aumento del Ca^^lntrace- 
lular.
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En el esquema se representan los enlaces que hidrolizan 
los distintos tipos de fosfolipasas;
fosfolipasa
o
II
«2 - C
Hj - C - O 
\
h- O - C - H
fosfolipasa A^ 
C - R.
V I
o
0
I A —
fosfolipasa C fosfolipasa D
La actividad de fosfolipasa A (EC 3.1.1.4) se ha encon- 
trado en casi todas las células en las que se ha buseado. Su 
localizaciôn celular no estâ restringida a un sôlo sitio. Pa­
ra ver una revisiôn sobre fosfolipasas, ver van den Bosch 
1980 (90) .
La fosfolipasa A^ de leucocitos polimorfonucleares estâ 
asociada principalmente a membranas de los grânulos tanto 
azurôfilos como especfficos, y también estâ asociada a otras 
membranas, como la plasmâtica (loc) . En este caso, présenta 
dos pH ôptimos uno entre pH 7-8 y otro a 5.5.
Como resultado de la acciôn de una fosfolipasa A se pro­
duce un âcido graso libre y un lisofosfolfpido ^ Los lisofosfo 
Ifpidos tienen propiedades detergentes, por lo que, para evitar 
la acumulaciôn de lisofosfolfpidos en la membrana, su recam­
bio metabôlico debe estar estrictamente controlado. Los liso- 
fosfolfpidos pueden ser degradados por una lisofosfolipasa 
o pueden ser reacilados mediante una lisofosfolfpido: acil-CoA 
transferasa para formar un nuevo diglicérido.
Se han descrito (99) varios raecanismos de regulaciôn de 
fosfolipasas A. Algunas existen en forma de zimôgeno; otras e£
tân asociadas a protefnas no enzimâticas, como la calmodulina
2 +E1 Ca , ciertas hormonas y cambios en la estructura de la mem 
brana modulan otras fosfolipasas A. Por ejemplo los glucocor- 
ticoides inducen unas protefnas denominadas macrocortina en 
el caso de los macrôf agos y lipomodulina en neutrôf ilos (('3i,i^ 0
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Estas protelnas inhiben las fosfolipasas. La lipomodulina tie­
ne 40.000 D de peso molecular y la macrocortina 15 000 D pero 
Irvine (do;) ha sugerido que puede tratarse de la misma protef- 
na y que el peso molecular de la macrocortina podrfa ser de 
40,000 D también, aunque fragmentos mâs pequenos retienen - 
parte de la actividad biolôgica.
Los esteroides posiblemente ejercen su acciôn inflamato- 
ria evitando la liberaciôn de âcido araquidônico a partir de 
los fosfolfpidos, y su posterior conversiôn a prostaglandinas.
Las fosfolipasas pueden tener un papel en la regulaciôn 
de procesos taies como secreciôn, quimiotaxis, movilizaciôn 
del Ca^^ y sfntesis de prostaglandinas.
La fosfolipasa C se habfa descrito sôlo en bacterias, pe­
ro se ha âemostrado la existencia de una fosfolipasa C especf- 
fica para fosfatidilinositol en varios tejidos de mamfferos.A 
diferencia de las fosfolipasas C bacterianas, la de lisosomas 
de hfgado de rata no requiere cationes divalentes ni es inhi­
bida por EDTA. El pH ôptimo es âcido mientras que la de bacte­
rias tiene pH ôptimo neutre o ligeramente alcalino (io3) . Take- 
nawa y cols. (io9) han logrado puriflcar 4310 veces la fosfoli 
pasa C especffica para fosfatidilinositol en hfgado de rata.
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1.7.- METABOLISMO DEL FOSFATIDILINOSITOL
El fosfatidilinositol (ver ciclo) se sintetiza de novo 
en el reticulo endoplâsmico, pero una porciôn. 3 ±gnificativa 
de la slntesis de la regiôn polar ocurre en la superficie de 
la célula, lo que sugiere que los derivados polifosforilados 
pueden tener una funcién especial en esta localizaciÔn (95),
El paso inicial del recambio del fosfatidilinositol 
es la hidrôlisis de PI, a la que sigue su resfntesis. Una 
fosfolipasa C especlfica para PI cataliza su hidrôlisis.y 
la formaciôn de 1,2-diacilglicerol e inositol-fosfato. El' 
diacilglicerol es fosforilado râpidamente para formar âci­
do fosfatfdico, que vue1 ve a dar lugar a fosfatidilinositol 
utilizando CDP-diacllglicerol como intermediario.
Se ha encontrado en microsomas de pulmôn de conejo un 
enzima que cataliza especfficamente la incorporaciôn de ino­
sitol en PI por una vfa que no depende de CDP-diacilglicerol 
Su papel se desconoce (^05).
El recambio metabôlico del PI es estimulado por la uniôn 
de una gran variedad de ligandos a sus receptores de membrana. 
Michell (95) descubriô que el metabolismo del fosfatidilinos^ 
toi es disparado por aquellos receptores que controlan un au­
mento en el Ca^^citosôlico; el Ca^^ actüa luego como segundo 
mensajero estimulando la respuesta funcional de la célula. 
Michell observé que el aumento del metabolismo del PI en una 
gran variedad de células no parecfa ser dependiente del aumen 
to del Ca^^ citosôlico, mientras que la respuesta celular sf 
lo era- Esta observaciôn se basaba en cuatro Ifneas de evi - 
dencia: 1 ) la eliminaciôn del Ca^^ extracelular bloqueaba la 
respuesta funcional pero no el recambio del fosfatidilinositol 
2 ) la entrada de calcio en la célula meidante un ionôforo pro 
vocaba la respuesta funcional pero no el recambio del fosfat^ 
dilinositol; 3) ciertas drogas que antagonizaban la entrada 
de calcio en la célula no afectaban el metabolismo del PI pe­
ro abolfan la respuesta y 4) las relaciones dosis-respuesta 
mostraban que la hidrôlisis del fosfatidil se correlacionaba 
raejor que la respuesta funcional con la ocupaciôn de recepto­
res. .
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Estas observaciones sugerlan que la hidrôlisis del PI
2+precedia la entrada de Ca dentro de las células y Michell 
supuso que podrfa ser un mecanismo universal de la apertura
de los canales de Ca^^.
La hipôtesis de Michell ha sido apoyada por un gran nume
to de trabajos en tipos de células. Sin embargo han empeza-
do a aparecer datos contradictorios. Hawthorne (inf) opina 
que no puede mantenerse la nipôtesis del papel universal del
2+
fosfatidilinositol en la movilizaciôn del Ca^^ porque hay
varios sistemas en los que la hidrôlisis del PI requiere Ca' 
externo. Esto, sin embargo, no afecta a la hipôtesis de Mi­
chell en su totalidad, ya que el hecho de que exista reque­
rimiento de Ca^^ extracelular no prueba que la hidrôlisis 
del PI no contrôle una variaciôn en los niveles de Ca^^ ci- 
toplasmético.
Cockcroft (in?) ha clasificado los sistemas en très ti­
pos segûn el estfmulo que provoca la hidrôlisis del PI sea 
dep< 
bos
endiente de Ca^^, de la ocupaciôn del receptor o de am-
La hidrôlisis de PI en neutrôfilos de conejo estimula 
dos con péptido quimiotâctico, en presencia de citocalasina 
B, depende de flujos de Ca^^(1®7,108) . Ocurre lo mismo en cé 
lulas de mûsculo de iris de conejo estimuladas con acetilco- 
lina <109) .
Un sistema que se ajusta perfectamente al modelo de Mi­
chell es el de la glândula salivaria de mosca )^ ,que se- 
grega KCl isoosmôtico cuando se estimula con 5-hidroxitripta 
raina-.
En plaquetas, la trombina estimula la hidrôlisis de PI 
( mSximo a los 1 0  s); hay un aumento transitorio de digli­
cérido seguido de la apariciôn de âcido fosfatfdico y PI. El 
ionôforo A23187 es capaz de estimular la hidrôlisis de PI,
pero ionôforo y trombina no tienen efectos aditivos. La adi-
2+ciôn del quelante de Ca EGTA, o de TMB-8 , que inhibé la
2+translocaciôn intracelular de Ca , inhibe la funciôn secre- 
toria y la hidrôlisis de PI. (111-114 ) .
Michell (1 1 5 ) senala que, aunque existen situaciones en 
las que la entrada de Ca^^ en las células puede producir la 
desapariciôn de PI, en ningûn caso se ha determinado comple-
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tamente la ruta de hidrôlisis. Los experimentos hechos en pla 
quêtas pueden ser criticados porque la hidrôlisis del PI se 
debe a la acciôn de las fosfolipasas C y ; sôlo la hidrôli­
sis producida por la C. es interesante cuando se considéra el 
acoplamiento receptor-ciclo del PI, Para Michell los experi­
mentos de Farese en pâncreas (iiA)' y Cockcroft en leucocitos 
de conejo no demuestran extrlctamente que la hidrôlisis del 
PI mediada por la ocupaciôn del receptor sea dependiente de 
Ca^^. (117).
El hecho de que los distintos pasos del ciclo del PI ten 
gan lugar en distintas localizaciones celulares ha sido otra 
de ias razones en contra del modelo de Michell (95 ), pero da­
do que los fosfollpidos se recarobian a una velocidad muy alta 
esta dificultad quedaria soslayada.
Los derivados mono y difosforilados del PI (DPI y TPI) 
unen Ca^^ con gran afinidad, Ademâs de la hidrôlisis de PI, 
en algunos sistemas se ha demostrado que QPI y TPI también
se hidrolizan en respuesta a la ocupaciôn del receptor (lig).
2+Sin embargo el efecto es dépendiente de Ca y puede ser re- 
producido por los ionôforos. Estudios en eritrocitos del en­
zima que cataliza la hidrôlisis indicaban que en células sa- 
nas no se alcaazaban nunca las concentraciones de Ca^^(119) 
necesarias, Recientemente se ha demostrado la existencia de 
un segundo tipo de hidrôlisis muy râpida, no mediada por Ca^^ 
en hîgado (120) y glândula parôtida ( I2l ) . Kirk y cols,(1^9) 
examinaron los efectos de la vasopresina ( hormona que movili 
za Ca^^) sobre el metabolismo del PI en hfgado y encontraron 
que la hidrôlisis de Los derivados fosforilados de El se in- 
hibla sôlo parcialmente al omitir Ca^^. El ionôforo A23187 no 
activaba la hidrôlisis de DPI y TPI, por lo que sugirieron 
que ésta podrfa preceder a la de PI, siendo un paso primario 
en la activaciôn del hepatocito. En la glândula parôtida de 
rata, la uniôn de un agonista al receptor produce desapariciôn 
de TPI pero no afecta al DPI. Este efecto es independiente de 
Ca^^ ya que ocurre en presencia de EGTA y no puede reproducir- 
se con ionomicina.
En algunos sistemas se ha descrito la estimulaciôn de la 
sfntesis de los derivados fosforilados de PI, Por ejemplo, la
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ACTH inhibe la fosforilaciôn del complejo B50 de membrana nias 
mâtica de sinaptosomas mientras que estimula la slntesis de TPI 
Parece que dicho complejo es una subunidad de la DPI quinasa y 
su fosforilaciôn estimulada por ACTH inhibe su actividad (122).
El con junto de estos datos han hecho aparecer la posibili^ 
dad de que la fase inicial de la movilizaciôn del Ca^^ sea pro 
ducida por la hidrôlisis de TPI asociada a la ocupaciôn del re 
ceptor. La desapariciôn de PI séria reflejo del consumo de PI 
en la slntesis de TPI necesaria para compensar su degradaciôn.
La funciôn de la producciôn de diacilglicerol y âcido fos 
fatldico tras la hidrôlisis del fosfatidilinositol no estâ cia 
ra, El diacilglicerol puede ser origen de âcido araquidônico, 
del cual derivan prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, 
(123), o puede estar imolicado en el proceso de fusiôn de mem 
branas durante la respuesta secretoria. El diacilglicerol pue 
de convertirse en âcido fosfatldico tiene propiedades ionofô 
ricas. El diacilglicerol puede también activer a una protelna 
quinasa tipo C, dependiente de Ca^^ y fosfollpidos (124,125).
No estâ Clara la secuencia de desacilaciôn del diglicéri­
do oara producir âcido araquidônico. Mientras Bell y cols.
(126) propone que tiene lugar (en plaquetas) la desacilaciôn 
directa, sin acumulaciôn de monoglicérido. Chou y Tai (127) 
han propuesto que la diglicérido lipasa cataliza exclus ivamen 
te la desacilaciôn en posiciôn 1 , y utiliza 2 -araquidonildi- 
glicérido como sustrato prefezente. Los requerimientos que en 
cuentran en cuanto a Ca^^ y glutation reducido. Las discrepan 
cias podrlan deberse, al menos en parte, a los distintos pH 
utilizados en la determinaciôn de la actividad. A vavor de 
que la monoglicérido lipasa y la diglicérido lipasa son dos 
enzimas distintas estâ también el trabajo de Okazaki y cols.
(128( en membranas fétalés.
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La trombina estimula la liberaciôn de âcido araquidôn^ 
co en plaquetas mediante la acciôn de una fosfolipasa y 
una fosfolipasa C especif ica de PI. Billah y cols (129) es- 
tudiaron estas dos fosfolipasas en plaquetas de caballo. La 
mayor parte de la fosfolipasa A_ estâ asociada a membranas 
y la C a la fracciôn soluble. La fosfolipasa Aj actga pre­
ferentemente sobre fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina 
y fosfatidilcolina. Las dos enzimas tienen distintos pH Ô£ 
timos y distintos requerimientos de detergentes. La fosfo­
lipasa C de plaquetas es Inhibida por poliaminas (1.30) y la 
de vesiculas séminales de cordero (131) por fosfatidilcoli­
na, mientras que es activada por diacilglicerol, debido pro 
bablemente a una interacciôn con el sustrato. En cerebro de 
rata, la fosfolipasa C existe en una forma relatlvamente 
inactiva que se convierte en una forma mâs activa por pro- 
teolisis .
En plaquetas humanas, sustanclas que elevan los nive­
les de cGMP inhiben la producciôn de diacilglicerol a par­
tir de PI, la fosforilaciôn de una protefna de 40000D y la 
liberaciôn de serotonina (i3 3  )•
Wallenga y cols sugirieron que en plaquetas el âcido 
araquidônico provenla principalmente de la acciôn de una 
fosfolipasa A^ sobre la fosfatidilcolina, mientras que el 
Pi degradado por la fosfolipasa C era fundeunentalmente con 
vertido en âcido fosfatfdico ( 134) . Bills habfa sugerido 
previamente que en plaquetas humanas estimuladas con trom­
bina la fosfolipasa A^ que utiliza fosfatidilcolina era 
especffica para especies que contenian araquidônico (f35). 
También Lapetina y cols. (136) vleron que aumentando los 
nioeles de cAMP^ utilizando quinacrina en plaquetas de ca­
ballo, el âcido fosfatfdico se convertfa en fosfatidilino­
sitol y no se producfa liberaciôn de âcido araquidônico. 
Suponfan que el araquidônico se liberaba por la acciôn de 
una fosfolipasa A^ especffica de âcido fosfatadico, que es- 
tarfa inhibida por la quinacrina, pero nunca pudieron ver 
liberaciôn de âcido lisofosf atldico (137'). Sin embargo sf 
han detectado producciôn de lisofosfatidilinositoi tras
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la estimulaciôn con trombina y con A23187. Han calculado que 
el LPI producido supone el 40% del PI degradado con dichos 
estlmulos (tî7 ;. Por lo tanto el PI libera araquidônico en 
plaquetas por la acciôn de los dos tipos de fosfolipasa? A^ y 
C.
Los neutrôfilos de conejo liberan âcido araquidônico 
cuando son estimulados con péptidos quimiotâcticos ( 29 ). 
Hirata y Axelrod propusieron que la ruta de tnansraetilaciôn 
sintetizaba moléculas de fosfatidilcolina ricas en âcido ara 
quidônicç, que séria posteriormente liberado por la acciôn 
de una fosfolipasa Ag.
Cuando los neutrôfilos humanos se estimulan con zimo- 
sân revestido de complemento (i3A,139 ) también se pro­
duce liberaciôn de âcido araquidônico. Uno de los objetivos 
de este trabajo ha sido determiner si PC, PI o ambos eran 
la fuente de este metabolito.
En los polimorfonucleares tanto el araquidônico endôge 
no como el exôgeno puede ser raetabolizado por acciôn de 
las enzimas lipooxigenasa y ciclosigenasa. Durante la fago- 
citosis los polimorfonucleares sintetizan prostaglandinas 
(140 ) ^ tromj^oxanos ( 141) , leucotrienos y derivados oxidados 
( 142,143 ).Los mono y dihidroxiderivados son quimiotâcticos
en PMN.
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1.8.- METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO
En el esquema pueden verse los roetabolitos producidos 
por la acciôn de los enzimas lipo y cicloxigenasa sobre el 
âcido araquidônico. ( Ver la revisiôn <13^
a) cicloxigenasa.
Cuando el oxigeno molecular se incorpora en un âcido 
graso como el araquidônico, el paso inicial es la éliraina- 
ciôn de un âtomo de H del C-13 y la peroxidaciÔn en el C-11 
seguido por la adiciôn de oxigeno en el C-15 y el cierre del 
anillo entre C- 8  y C-12 para formar el ciclo inestable de 
los endoperôxidos prostaglandina Gj y Esta es la reacciôn 
catalizada por la cicloxigenasa. Si no ocurre el cierre del 
ciclo, se forma el âcido 11-hidroxieicosafcetraenoico (11-HETE) 
por medio del correspondiente hidroxiperoxiâcido. Alternati- 
vamente, la eliminaciôn del H del C-13 del âcido araquidôni­
co, facilita la peroxidaciÔn en C-15, resultando 15-HETE.
Una isomerasa transforma PGGg o PGHg a las prostaglandinas es 
tables de las series E o D y las de tipo F se forman por hi­
drôlisis reductora. Los endoperôxidos ciclicos también pueden 
producir un hidroxiâcido de 17 âtomos de C (HHT) con libera - 
ciôn de aalondialdehido. PGGj y PGHj pueden convertirse a otro 
tipo de estructura: el tromboxano A^, que es el ptincipal com- 
ponente de la sustancia contrâctil de la aorta de conejo. El 
TB Aj es un potente vasoconstrictor y agregante de plaquetas. 
Se dégrada quimicamente a tromboxano B^(TK B^) y la prostaci- 
clina a 6 -oxo- PG F^^ , ambos astables y relatlvamente inaa
tivos. En muchos'tejidos las PG astables E, F y D son produc - 
tos minoritarios de la oxigenaclôn de âcidos grasos, aunque 
PG Eg es el metabolito prédominante de la acciÔn de la ciclo­
xigenasa detectado en los exudados inflamatorios.
b) Lipoxigenasa
La otra ruta de oxigenaciôn del âcido araquidônico con
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duce a la formaciôn de hidroxiâcidos no cîclicos. 11- y 15- 
hidroxleicosatetraenoico (HETE) pueden formarse como resul- 
tado de una reacciôn incoinpleta de la cicloxigenasa, pero se 
han descubierto en plaquetas y leucocitos lipoxlgenasas dis­
tintas que sintetizan 12-HETE y 5-HETE respectivamente^ a 
partir de araquid6 nico. La formaciôn de estes monohidroxiS- 
cidos estâ precedida p a r la abatracciôn de H y la peroxiàa- 
ciôn en la posiciôn adecuada para dar unes interroediarios 
hidroperoxi inestables (HPETEs). Las plaquetas contienen 
una 12-HPETE peroxidasa que genera el hidroxiâcido es&able.
Los leucocttos poseen una 12-lipoxigenasa que da lugar a una 
familia de compuestos que contienen una estructura de trienos 
conjugados y se denominan leucotrienos. El leucotrieno A es 
un 5,6-epôxido del araquidônico que puede hldrolizarse produ- 
ciendo el 5,6 -dihidroxiâcido o convertirse enzimâticamente en 
5,12-diHETE (leucotrieno B). Por otra parte, la adiciôn de glu 
tation al epôxido produce la formaciôn de leucotrieno C. El 
epôxido también puede reaccionar con otros péptidos que con- 
tengan cisteina dando lugar a una familia de lipopéptidos.
El leucotrieno C tiene una actividad biolôgica similar a las 
sustancias de reacciôn lenta detectadas en las respuestas de 
hipersensibilidad inmediata. La eliminaciôn de un resto de 
âcido glutâmico del leucotrieno C por medio de una gamma-glu 
tamiltranspeptidasa conduce a un cisteinilglicinilderivado 
(leuotrieno D) cuya estructura se atribuye a la sustancia de 
reacciôn lebta liberada en la anafiIaxis.
Los productos de la lipoxigenasa son quimioticticos pa­
ra los neutrôfilos (^g / 1 4 4 ), e inducen la dagranulaciôn de 
los grânulos especfficos. El leucotrieno B es el responsable 
de la actividad quimiocinôtica de los leucocitos incubados 
con A23187 (-145) . Es por lo menos cien veces mâs activo que 
los monohidroxiâcidos como agente quimiotâctico o quimiocinô 
tico en rata, conejo y leucocitos humanos (146 j .Los metaboli 
tos del âcido araquidônico estân implicados ademâs de en los 
procesos de agregaciôn y d^ranulaciôn ( 147-150 ) y quimio-
- 41 -
taxis, en los cambios de Dermeabilidad de la membraha olas- 
mStica al calcio (151), la estimulaciôn de la ruta de las 
hexosasmonofosfato en la oxidaciôn de la glucosa y la regu 
laciôn de la producciôn de superôxido (152). Rin embargo 
el oapel concrete del metabolismo del araquidônico en la 
funciôn del neutrôfilo no se conoce. Se sabe que los neu­
trôf ilos incorporan râpidamente 5-HETE y 12-HETE en sus 
fosfollpidos y triacilgliceroles cuando los hidroxiâcidos 
son suministrados (153). Se ha sugerido que la reesterifi- 
caciôn de estos hidroxiâcidos en los lipidos de las membra 
nas puede ser un mecanismo de control de funciones taies 
como la desgranulaciôn y la auimiotaxis.
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1.9.- FACTOR AGREGANTE DE PLAQUETAS (PAF).
Las reacciones inflamatorias agudas son moduladas por una 
gran variedad de moléculas, que van desde estructuras sencilla 
como histamina, serotonina, etc. hasta las relativamente com - 
plejas derivadas de los sistemas de coagulaciôn y del corople - 
mento. Dentro de las de carâcter lipîdico hemos estudiado en 
el apartado anterior las derivadas del âcido araquidônico por 
las rutas de la ciclo y la lipoxigenasas. Pero existe un me- 
diador de carâcter lipldico, el PAF, que se produce por una 
ruta independiente del araquidônico
Benveniste y cols. (1 5 4 ) caracterizaron su liberaciôn a 
partir de basôfilos de conejos sensibilizados . La anafilaxia 
sistêroica inducida por Ig E se caracteriza por aguda tromboci- 
topenia, neutropenia y liberaciôn de PAF y PF4. La liberaciôn 
de PAF precede a la agregaciôn de plaquetas y secreciôn de se 
rotonina y otros productos liberados por las mismas.
La estructura del PAF ha sido determinada por Demopoulos 
y cols. (155): l-O-alquil-2-acetil - 3-sn-glicerilfosfocolina. 
La abreviatura utilizada para esta estructura es AGEPC. La in 
ÿecciôn intravenosa de AGEPC en conejos produce trombocitope- 
nia aguda pero reversible, disminuciôn de neutrôfilos y libe­
raciôn de PFf (0.32-1.27 )ig) . A los 30 s de la inyecciôn tie­
ne lugar la mâxima disminuciôn de plaquetas y neutrôfilos cir 
culantes: la liberaciôn mâxima dejPF 4 ocurre a los 6 0 s. Si 
la dosis de AGEPC es de 1.5 pg se produce la muerte del cone- 
jo en menos de 2 min. Previamente disminuyen los neutrôfilos, 
basôfilos y plaquetas circulantes. Las plaquetas circulantes 
son secuestradas principalmente en el pulmôn. ( iFf: ) .
EL PAF aislado de basôfilos de conejo, y leucocitos de 
distintas especies tiene las mismas propiedades quimicas y el 
mismo comportamiento cromatogrâfico.
El A23187 estimula la liberaciôn de PAF en majrôfagos, 
dé conejo, ratks ÿ humanos, asicomo de leucocitos humanos
AGEPC estimula la captac de calcio en polimorfonuclea
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res ( . Aunque el AGEPC posee una acciôn ionoforétl-
ca, el mecanismo por el cual el AGEPC estimula el movi- 
miento de calcio a través de la membrana no se conoce.
En membranas artificiales el AGEPC no influye en el me 
vimiento de calcio (1 5 9 ).
La relacidn del PAF con el metabolismo de las pro£ 
taqlandinas no estS Clara. Estudios con Inhibidores de 
la sintesis de prostaqlandinas indican que los efectos 
del factor activante de plaquetas son independientes del 
metabolismo del âcido araquidCnic^^^n sistemas como ba­
sôfilos, macrôfagos y plaquetas, mientras que la libera­
ciôn de araquidônico y la sintesis de tromboxanos son es 
timulados por AGEPC ( 161) . La PG puede inhibir la 
agregaciôn de plaquetas y la liberaciôn de serotonina in 
ducida por AGEPC en plaquetas de conejoT La ruta de la 
lipoxigenasa en polimorfonucleares estâ estiraulada por 
el AGEPC . La adiciôn de AGEPC a neutrôfilos de co­
nejo tratados con citocalasina B aumenta râpidzunente la 
liberaciôn de araquidônico tanto a partir de PI como de 
PC; Chiltton y cols, encontraron que taunbién se produ - 
cian derlvados mono y dihidroxilados, pero no encontra­
ron producciôn significativa de diglicérido ni de trom­
boxanos. Tambiân produjo desgranulaciôn^ se liberaron li 
sozima y betaglucuronidasa. Todas las respuestas fueron 
bloqueados con âcidos eicosatetrainoico y norhidroguaia- 
rêtico.
Los macrôfagos de rata y conejo liberan factor acti 
vante de plaquetas tras la fagocitosis de zimosân, pero 
no los macrôfagos aiveoiares humanos (164). En neutrôfi­
los de conejo existe liberaciôn de PAF dependiente de ■ a_l 
cio durante la fagocitosis de zimosân (165). La libera­
ciôn de PAF tambiên acompana a la agregaciôn de polimor- 
fonucleares humanos y de conejo inducida por protélnas ca
tiônicas, C5 a, péptidos quimiotâcticos e inmunocomplejos
( 1 6 6 - 1 6 7 ) .
El AGEPC es, por lo tanto, un estimulador potente de 
las respuestas de los polimorfonucleares :exocitosis, 
mlgraciôn, producciôn de superôxido y agregaciôn.
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2,- OBJETIVOS.
Los leucocitos polimorfonucleares humanos son 
células de gean imoortancia en el desarrollo de las 
reacciones inflamatorias y Dor lo tanto juegan un 
papel importante en la defensa del organisme frente 
a agentes exôgenos. Su acciôn se pone en marcha en 
respuesta a una variedad de estfmulos que actdan so 
bre la membrana plasmâtica.
La adiciôn de zimosân revestido de complemento 
desencadena una compleja cadena de reacciones que 
incluye la ingestiôn de partfculas, producciôn de 
metabolites del oxigeno tÔxicos, del factor agregan 
te de plaquetas, de metabolites del âcido araquidô­
nico, asf como cambios en el metabolismo de fosfol^ 
pidos.
Durante los ûltimos anos, se han descrito nume 
rosos ejemplos en los que la adiciôn de un estimulo 
que actûa sobre la superficie celular a una célula 
diana régula la sintesis de fosfatidilcolina por 
transmetilaciôn. Estes ejemplos incluyen la adiciôn 
de beta-adrenérgicos, Ig E, mitôgenos, moléculas con 
actividad quimiotâctica, glucagôn, vasopresina y 
otras ( 62, 71-91).
Nuestros objetivos son:
1) Conocer el efecto que tiene el zimosân sobre el 
metabolismo de fosfollpidos;
- i quê efecto tiene el zimosân sobre la sintesis 
de fosfatidilcolina? En el caso de la adiciôn de 
zimosân &la ruta de transmetilaciôn funciona tam- 
bién como transductora de sehales que actôan a ni- 
vel de membranas?
- i qué efecto tiene el zimosân sobre la sintesis de 
fosfatidièetanolamina?
- I cuâl es el efecto del zimosân sobre el fosfati- 
dilinositoi, cuyo recambio estâ aumentado durante 
la fagocitosis( 97)?
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2.- Dado que gran numéro de seriales aue acttîan sobre 
la superficie celular activan el metabolismo del fo£ 
fatidilinositol v orovocan la liberaciôn de âcido 
araquidônico, se oretende conocer si la producciôn de 
âcido araquidônico estimulada por zimosân se dehe a 
la hidrôlisis de la fosfatidiIcolina o a la del fos- 
fatidilinositol.
3.- Para conocer mâs datos sobre la particlnaciôn 
del metabolismo de fosfatidilcolina y fosfatidilino 
sitoi en la reacciôn inflamatoria, vamos a estudiar 
el efecto de inhibidores de la sintesis de fosfati- 
dilcolina, del ciclo del fosfatidilinositoi y de 
otros procesos relacionados con la internalizaciôn 
de receptores.
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 ^ MATERIAL Y METODOS.
3.1. MATERIALES
S-adenosil-(^H-metll)-L-metionlna (15Cl/nimol) , 
metil)-L-metionina (15 Ci/iranol), (^ H)-S-hidroxltriptami- 
na 16-6 Ci/minol) , (Me-^^C)-colina 59.8 Ci/mmol, (Me-^H)- 
colina (60 Ci/mmol), L-3-^H)-serina ( 8 8  Ci/mmol), CDP-(Me 
til-^^C-colina (58 Ci/mmol), âcido (5,6,8,9,11,12,14,15- 
^H)araquidônico (120 Ci/mmol) y âcido (1-^^C)-oleico 
(61 Ci/mmol), de Amersham.
S-adenosil-L-metionina, âcido adenllico clclico, 
âcido guanilico clclico, 8 -bromo- âcido adenllico cl­
clico, fosfolipasa A^, de Boehringer Sohn Ilgelmain.
Albûinina de suero bovino. Citidin-di fosfocolina, 
indometacina, metilisobutilxantina, âcido fenolftaleln- 
glucurônico, zimosân A, patrônes de fosfollpidos, de Sig­
ma .
Las plaças de Silicagel 6 o, triton X-100, de Merc)c 
3-deazaadenosina, homocistelna tiolactona, dansilca 
daverina, rimantadina, amantadina, aslcomo los péptidos 
quimiotâcticos fueron donados por el Dr. Schiffmann, NIH 
Bethesda, USA, y el l-0-alquil-2-acetil-3-sn-glicerilfos 
forilcolina (factor activante de plaquetas), fue suroinis 
trado por el Dr. Benveniste, Inserum, Clarmat, Francia.
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3.2.- L METODOS
3-2.1.- AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES.
Los leucocitos polimorfonucleares humanos fueron i 
aislados de sangre venosa de donantes sanos, segûn el mé 
todo descrito en ( 7 ), usando tubos de polipropileno y 
5 mM EDTA pH 7.2 como anticoagulante.
La sangre se diluye a la mitad con salino, y.;una vez 
dilulda se coloca cuidadosamente sobre tubos de poliesti- 
reno de 30 ml, que contienen 10 ml de limphoprep (Ficoll 
Hypaque, densidad 1.077) Se cent rifuga a 1500 rpm duran­
te 20 minutes. La parte superior del centrifugado, que 
contiene un anillo de células mononucleadas, suero dilul- 
do y limphoprep se desecha, y la parte inferior se resus­
pende en gelatina 2.5% en saïino pH 7.4 en proporciôn 2:1 
v/V (gelatina/vôlumen sangviineo) . Se mezcla bien y se 
deja reposar 20 min para que precipiten los hematies. La 
fase superior Se recoge y se centrifuga a 25oo rpm duran­
te 20 min. Sobre el precipi’tado, que contiene neutrôfilos 
y hematies, se efectüâ un choque hipoosmôtico para elimi- 
nar los hematies restantes, El preclpitado se resuspende 
en 1ml de tampôn HEPES 6 mM pH 7.4 que contiene 136.8mM 
NaCl ^ 2.61 mM kCl, 0.1% glucosa y 0.25% seroalbûmina de 
bovino- Sobre él se ahaden 9 ml de agua destilada, y a los 
35 s, 3 ml de Ma Cl 3.5%, y tampôn previamente descrito 
Se centrifuga 10 min a 1000 rpm, repitiendo el lavado.
La incubaciôn de las células se realiza en un tampôn 
HEPES pH 7.4, que ademSs de los componentes anteriores, 
contiene 1.3 mM CaCl^ y  ImM M g  Cl^. La densidad de las cé 
lulas es 1 0  ^células /ml.
El contai e _ de ias células se realiza fljSndolas pre 
viamente con colorante de toluidina. La riqueza final de 
la poblaciôn es del 97 % de leucocitos polimorfonucleares 
de los cuales el 98% son viables ( excluyen azul de tripa- 
no ). La contaminaciôn de plaquetas es menor del 0.1%.
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3,2.2.- OPSONIZACION DEL ZIMOSAN
Las partlculas de zimosân se recuben de complemento in 
cubândolas con suero fresco de donantes sanos, en propor 
ci6n 10 mg zimosân / ml suero, durante 20 min a 37? Lue- 
go se lavan con salino 4 veces para eliminar el material 
no unido.
3.2.3.- METILACION DE FOSFOLIPIDüS.
La suspension de células de densidad lO^câlulas/ml 
se incuba con zimosân opsonizado (0.2-5 mg/ml suspension) 
segûn el experimento). Se toman muestras de células a dis 
tintos tiempos de estimulaciOn, recogiêndolas sobre tubos 
que contienen tampOn frlo. Se centrifugan a 8oo rpm duran­
te 10 min, a 4*C. Los sobrenadantes se utilizan para medir 
la actividad del enzima beta-giucuronidasa y del factor âc 
tivante de plaquetas. El precipitado se utillza para medir 
la actividad del enzima S-adenosil-L-metionina: fosfatidi^ 
etanolamina-N-roetiltransferasa (PMT).
3.2.3.a.- Medida de la actividad de la PMT
1.7x10^ células se resuspenden en 340 ul de HEPES 100
mM pH 7.4 que contiene ImM MgCl^ y glucosa 6%. Se homoge-
nizan por sonicaciOn en un aparato Branson B-12, colocado
en poslciOn 3, durante 15 s. Para medir la PMT se anaden
al sonicado anterior 10 mM MgCl_, 4 irtM ditiotreitol y 9uM 
3( H-metil)-S-adenosil-L-metionina, 1.5 pCi. El volumen to­
tal es 55o ul. La reacciôn empieza al anadir la (^H-metil- 
S-adenosi1-L-metionina y se para pipeteando 100 ul de mueS 
tra a 2ml de Cl^CH/metanol/ H Cl 2N (6:3:1) para extraer 
los fosfollpidos. La fase cloroférmica se lava très veces 
con ^C1 0.5M en metanol 50%, se seca, y se cuenta.
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3 .2,3.b.- Metilaciôn de fosfollpidos en células intactes
Se realiza prelncubando la_suspensi6n de células de 
densidad lO^ c/tnl con 60 pCl/ml de (^H-metll )-L-metionlna 
d5 raCi/iranol durante 30 min, 37®C, y estimulSndolas con zi 
mosâh opsonizado al final de la preincubaciôn. A los téem 
pos adecuados se toman muestras de 400 pl, y los fosfoll­
pidos se extraen con 10 ml de cloroformo /metanol/ HCL 2N 
(6:3:1). Se lava la fase orgânica como se ha descrito en 
el apartado anterior, se seca en corriente de nitrôgeno, 
se disuelven en 100 pl de cloroformo y se cuantifican y 
se separan por crommtografla en plaça fina sobre plaças 
de silicagel 60 en un sistema n-propanol / âcido propiôni 
co/cloroformo/ agua (2: 2:1:1.) (79 , 83).
3,2.4.- Actividad agregante de plaquetas.
Se mide segûn se describe en (154). 100 pl del sobre 
nadante obtenido segûn se ha descrito en el apartado ante 
rior, se incuban con plaquetas de conejo previamente mar- 
cadas con (^ H-5-hldroxi)-triptamina (1 mCi/ml) y se cuenta 
la cantidad de radiactividad liberada. Se hace una curva 
patrôn utilizando distintas concentraciones del factor ac 
tivante de plaquetas (AGEPC) sintético.
3.2.5 - Actividad betaglucuronidasa.
Se mide determinando la cantidad de fenolftalelna 11 
berada después de incubar durante 18 h a 37"o.5ml de sobre 
nadante con âcido fenolftaleinglucurônico segûn se descri­
be en (168 ), La actividad beta-giucuronidasa total se mi­
de al lisar los polimorfonucleares con Triton X-100.
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3.2.6.- Incorooraciôn de (Me-^^C)-colina, (l-^H)-etanol 
amina v (^H)-serina en fosfolïoidos.
Los leucocitos polimorfonucleares se marcaron con 2 
yCi/ml de ^^C-colina o 10 pCi de (^H)-colina durante 30 
min a 37°C. La densidad de la suspensiôn era de lO^ceî/ml 
Se lavan très veces y después del ûltirao lavado se resus 
penden en tampôn HEPES segûn se ha descrito en 3.2.1. Se 
mantienen 10 min a 37“C para incubarlas con zimosân opso­
nizado. Se toman muestras de 400 pl (4x10^ células), que 
se pipetean a tubos preenfriados, v se centrifugan a 400g 
10 min, 4"C. Los fosfollpidos se extraen del precipitado 
con 2.9 ml de metanol/cloroformo/ agua (10:10:9). La fase 
acuosa se trata très veces con 3 ml de Cloroformo/metanol 
1:1 y la fase orgânica se seca bajo corriente de . Fos^  
fatidilcolina y lisofosfatidiIcolina se cuantifican por 
cromatografla en capa fina en plaças de silicagel 60 pre 
viamente activadas.
Los PMNs se incuban con 2 pCi/ml de (^ H)-etanolami- 
na y 20 pCi/ml de (^H)-serina, 30 min, 37“C. Se toman 
muestras de 400 pl y se oipetean a tubos que contienen
1.5 ml de cloroformo/metanol 1:2. Se agita v se forman 
dos fases con 0.5 ml de cloroformo y 0.5 ml de KCl 2M 
EDTA 5 mM. La fase orgânica se seca y el cromatograma se 
desarrolla en el sistema cloroformo/metanol/âcido acéti- 
co/ borato sôdico O.IM (75:45:12: 4.5) (129,169)
3.2.7.- Medida de la actividad CDP-colina: 1,2-diacilgli 
cerol fosfocolinatransferasa.
7
Muestras que contienen 2.7x10 células se centrifu 
gan a 400g durante 10 min y el precipitado de células se 
resuspende en 200 pl de tris-HCl IM pH 8.5. Se homogeni-
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zan por ultrasonidos en un sonicador Branson B-12 con 
crotip en posiciôn 3 durante 15 s. El homogenizado se in 
cuba a 37 en un medio que contiene 500 mM tris-HCl pH
8.5, 0,5mM EGTA, 10 mM MgCl^, 100 nM CDPcoiina y 0.5 pCi 
de CDP- (me-^^C)-colina en un volumen final de 500 pl 
( 170) . Se toman muestras de 100 pl a distintibs tiempos 
y se anaden la mezcla de extracciôn de fosfollpidos 
como en el apartado 3-2.3.
3.2.8.- Liberaciôn de âcido araquidônico y araquidonildi- 
g%icërido.
Una vez aislados, los polimorfonucleares se lavan 
en un tampôn HEPES como el previamente descrito, con la 
variaciôn de que contiene 0.25% de albfimina delipidada. 
Las células se resuspenden en este tampôn, a una densi­
dad de 3 X 10^ células /mi y se incuban en un tubo que 
contiene 0.5 pCi de (^ H)-âcido araquidônico previamente 
desecado bajo atmôsfera de ( ya que la muestra estâ d^ 
suelta en tolueno, y podrla producir dano a las células)
Les PMN» se incuban a 37"C durante 30 min y se la­
van très veces con el tampôn que contiene albumina deli 
pidada, resuspendléndose luego en el tampôn normal para 
la estimulaciôn con zimosân opsonizado (2mg/ml) a la den 
sidad de 10^ c/ml.
Se pipetean muestras de 1 ml (10^ células) a tubos 
que contienen 3.75 ml de cloroformo/metanol (2:â v/vX'Lue­
go se anaden 1,25 ml de cloroformo y 1.25 ml de KCl 2M 
que contiene 5ntf3 EDTA para formar dos fases ll29 )- La 
fase orgânica se seca en corriente de y los fosfoll­
pidos se cuantifican tras su separaciôn en cromatografia 
en capa fina. Los lipidos neutros se separan en el siste­
ma ligrofha/ eter dietllico/ âcido acético (50:50:1) y 
los fosfollpidos en cloroformo/metanol/acético/borato sô­
dico O.IM éomo ya se ha descrito.
14La incorporaciôn del âcido (1- C)- oleico se ni
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zo del mismo modo. También se anadieron 0.5 pCi/ml de olei 
CO marcado.
3.2.9.- Fagocitosis.
Se mide determinando la captaciôn de particules de 
zimosân. 10 pl de la suspensiôn de células se diluyen 5 
veces con soluciôn de azul detoluidina en etanol. Se cuen 
tan las células y se calcula el porcentaje de las mismas 
que han fagocitado très o mâs partlculas.
3.2.10.- Medfda de incorporaciôn de colina en CDP-colina
Los PMN (10^ células/ml ) se incuban con colina mar 
cada como ya se ha descrito en el apartado 4. Se lavan 
très veces y se resuspenden en dos fracciones, una control 
y otra para estimular con zimosân revestido de complemen­
to. Se toman muestras de 400 ul y se pipetean a 2 ml de 
metanol/agua(1: 0.8)en frlo. se ahaden 4.5 ml de clorofor 
mo para formar dos fases. La fase orgânica se lava dos ve­
ces con 1 ml de cloroformo y 0.8 ml de agua. Se juntan las 
fases acuosas. Una fracciôn de las mismas se seca en co - 
rriente de N^ , se disuelve en 80 pl de agua y se aplican 
en plaças de^  silicagel gg gi cromatograma se desarrolla 
en clôruro sôdico 0.6%/metanol/amoniaco (50:50:5) (171).
3.2.11.- Actividad de diacilglicerol lipasa en PMNs.
Para medir este enzima•sintetizamos previamente el
1-estearoil,2-(1-^^C) araquidonil diglicérido a partir de 
141-estearoil,2- ( C)araquidonil-fôsfatidilcolina de 
Amer sham (59.3 mCi/mmol) , disuelta en t olueno/etanol (1:1)- 
Partimos de 5 uCi. Secamos la soluciôn tolueno/eta 
nol y ahadimos 1,5 ml de éter dietllico/etanol 98:2. Aha 
diroos 6o pl de fosfolipasa C de Bacilus Cereus (Boehrin-
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ger ( 60 U) 45 de Ci^Ca 0.02M e Incubamos durante 2
boras a temperature ambiente (172 )• Secamos en corrien­
te de Ng. Ahadimos 5 ml de cloroformo, 5 ml de metanol y 
4.5ml de agua. Agitamos. Secamos la fase inferior. Disol- 
vemos en benceno (1ml) Secamos con , resuspendemos en 
2 ml de éter de petrôleo y guardaraos a -20°C para evitar 
la isomerizacién a 1,3-diaciIglicerol-. Préparâmes una di- 
soluciôn 1.6 mM.
La pureza del diacilglicerol obtenido se mide por 
cromatograf ia en ligroina/é ter/âcido acético (50: 50 : l) que 
sépara âcidos grasos, diglicéridos y triglicêridos.
Para medir la diglicérido lipasa seguimos el método
descrito por Bell y cols. (12é). La mezcla de reacciôn
contiene, en un volumen de 5oo pi 50 mM HEPES pH'7.0
lOOmM NaCl, 5mM CaCl_ y 12mM glutation reducido y 50 nmol
7de diacilglicerol marcado, mâs el sonicado de 2x10 célu­
las previamente estimuladas o no con zimosân opsonizado. 
La reacciôn tiene lugar a 37 °C. A distintos tiempos,se 
pipetean alieuotas de 100 pl a tubos que contienen 1.5 ml 
de heptano/cloroformo/metanol ( 1.25: 1.4: 1) y 0.5 ml 
de una soluciôn saturada de K^CO^. Se pipetean 700 pl:de
la fase acuosa, y se cuentan.
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4.- RESULTADOS
4.1.- Efecto del zimosân: revestido de complemento sobre 
el enzima S-adenosil-L-metionina; fosfatidiletanp^ 
amina-N-metil-transferasa (PMT) en PMN humanos.
La adiciôn de partlculas de zimosân revestido de com 
plemento (Zc) induce una inhibiciôn râpida del enzima PMT 
que llega a ser hasta del 40 + 12% (fig. 1).
La figura 2 muestra que la inhibiciôn de la PMT pre­
cede y acompana a ttros fenômenos que tienen lugar duran­
te la estimulaciôn con zimosân: liberaciôn del factor ac­
tivante de plaquetas ( l-0-alquil-2-acetil-3-sn-gliceril- 
fosforilrolina) , liberaciôn de enzimas de los grânulos, co 
mo beta-giucuronidasa, y la ingestiôn de partlculas de ZC 
El efecto del Zc sobre la PMT depende da la concen- 
traciôn (fig 3) y del tiempo (fig 1).
4.2.- Correlaciôn entre la inhibiciôn de la PMT y los efec 
tos bl.olôgicos producidos por el zimosân._________
La magnitud de la inhibiciôn de la PMT producida por 
el Zc (zimosân revestido de complemento) se correlaciona 
biencc con la extensiôn de la secreciôn del factor acti - 
vante de plaquetas y la liberaciôn del enzima beta-glucu- 
ronidasa producidas por el zimosân. Si se represents (fig. 
4) la inhibiciôn producida por dosis de zimosân que va- 
rfan de 0.2 a 5 mg/ml y la secreciôn de beta-glucuronida 
sa se obtiene una recta con coeficiente de correlaciôn 
r* 0.91, y si se hace lo mismo con la liberaciôn del fac­
tor activant-e de plaquetas, se obtiene también una iXnea 
recta con r = 0.96
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FIG I.- Inhibiciôn de la PMT respecte al tiempo- 
A tiempo cero las células fueron estimuladas con . 
Img/ml de zimosân. Se toman muestras a los tiempos 
indlcados y la S-adenosil-L-metionina: fosfatidile- 
tanolamina-N-metil,.4:ransferasa (PMT) se mide segûn 
se describe en Material y Métodos. Los resultados 
son médias + desviaciôn tfpica de 3 expérimentes.
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Fig. 2.- Liberaciôn de mediadores Inducida por la 
estimulaciôn con zimosân.
Los resultados obtenidos a distintos tiempos estân 
expresados como porcentajes de los valores mâximos 
obtenidos. (O) células que han fagocitado 3 o mâs 
partfculas de zimosân; (A) liberaciôn de beta-giu­
curonidasa ; (o) PAF (factor activante de plaquetas) 
en sobrenadantes y (•) PAF en precipitados de célu­
las. La figura représenta un experimento tfpico.
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2 60.
Zc mg/ml
Fig. 3.- Efecto de distlntas concentraciones de zimosân 
sobre la PMT.
Las células fueron incubadas con distintas concentra­
ciones de Zc y la S-adenosil-L-metionina: fosfatidil- 
etanolamina-N-metiltransferasa se midid a los 30 min 
de estimulaciôn- Los datos representan la media + de£ 
viaciôn tfpica de très expérimentes y se expresan co­
mo % de la actividad en células no estimuladas.
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Fig. 4.- Correlaciôn entre la inhibiciôn de la S- 
adenosilmetionina; fosfatidiletanolamina-N-metil-^: 
transferasa (PMT) inducida por varias dosis de zi 
moscin y la liberaciôn de PAF (#) o beta-glueuroni- 
dasa (o).
Los datos son la media de 3 experimentos. PAF : 
factor activante de plaquetas. Las dosis de zimo­
sân fueron 0.2-5 mg/ml.
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4.3.- Cinética de la PMT.
La actividad basai en estas células es 21.5 + 5.9 
fniol /min/ lu^ células.
La figura 5 muestra.. una grSfica de las inversas de 
las velocidades frente a ias inversas de las concentracio 
nés de S-adenosil-L-metionina (AdoMet). Dicha grâfica da 
unos valores de VmSxima = 474 (5antomol/min/10^ células. 
y Km aparente para AdoMet de 4.53 jjM.
Los datos de très experimentos independientes se re 
sumen en la siguiente tabla:
coeficiente correlaciôn Km (pM) Vmâx (fmol/min/lO^células
5.97^ 6.7o 457
0.952 1.67 1412
0.970 4.53 473
Estos datos nos permiten decir que la Km aparente 
de la PMT para ia S-adenosil-L-metionina es del orden
de 10 ^M y que la velocidad mâxima es de 780 +
fmoles/min/10® células.
Al anadir a la mezcla de reacciôn 0.13 mg/ml de di- 
palmitoi 1-N,N-dimetilft)sfatidilatanolamina no se observé 
ninguna variaciôn en la inhibiciôn del enzima. Esto indi- 
ca que la inhibiciôn no se debe a una disminuciôn en la 
concentraciôn de sustrato. la fosfatidilN,N,-dimetileta- 
nolamina fue anadida en triton, de modo que la concentra 
ciôn final fue del 0.06%. Esta concentraciôn de Triton in
hibe un 25% la PMT. Tomando como 100% la actividad en pre
seneia de Triton:
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Adiciôn % actividad PMT
Triton 0.06% 100
+ PDE 133
" + 7rc Img/ml 33.3
" + " + PDE 41.6
4.4.- Metilaciôn en células intactas.
Cuando se preincuban células con metionina mar 
cada y se analiza por cromatografia en capa fina la 
radiactiviéad asociada a los fosfollpidos, se obser­
va que la fosfatidilcolina es la que incorpora gru- 
pos (^H)-metilo en mayor proporciôn. La media de los 
datos de 6 experimentos es, exprèsada en % de grupos 
^H-metilo incorporados"
fosfatidiIcolina 50.3^ 5 % total
fosfatidil-N,N-dimetiletanolamina 25.2+ 3.0%
fosfatidil-N- monometilamina 29.5+ 2.7%
Cuando se anade 1 mg/ml de zimosân revestido 
de comolemento, la incorporaciôn de grupos (^H)- me- 
tilo en fosfatidilcolina disminuye 38.9 + 7.8 %
La figura 6 muestra un cromatograma tfpico.
El efecto del zimosân en la metilaciôn de fosfo 
lipidos se debe a una inhibiciôn de la sintesis.
- fil -
10.
o
1/lAdo Met] u M ’^
Fig 5.- Cinética del enzima S-adenosll-L-metlonina; 
fosfatldiletanolaminet -N-metil transferasa.
La grâfica représenta un experimento tfpico. La recta 
obtenida tiene un coeficiente de correlaciôn de 0.976 
La Km aparente para AdoMet es 6.7 jiM y la V mSx 457 
fmol/min/10^ células.
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PC
PDE
PME
0.2
R
Fig. 6 Separaciôn de fosfollpidos metllados en PMN 
marcados con (metil-3H)-metionina.
Las condiciones estéin descri tas en Material y Métodos 
Las muestras se toman a los 3o min de la adiciôn de 
Img/ml de Zc (■) o tampôn (Q). La figura es el resul 
tado de un experimento tlpico. PE;fosfatidiletanolam^ 
na. PME: fosfatidil-N-monometiletanolamina. PDE : fo£ 
Catidi1-N,N-dimetiletanolamina. PC: fosfatidilcolina
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4.5.- Incorporaciôn de seriJia y etanolamina marcadas en 
fosfollpidos. Efecto del zimosân.
Para examiner la posibilidad de que la menor incor­
poraciôn de grupos ^H-metilo en fosfollpidos se debiera 
a una disminuciôn de la cantidad de sustrato fosfatidil- 
étanolamina, hemos estudiado también el efecto del zimo­
sân en la sintesis de fosfatidiletanolamina en células 
previamente marcadas con (^ H)-etanolamina o (^H)-serina 
(que se incorpora en fosfatidilserina y puede originar 
fosfatidiletanolamina por descarboxilaciôn).
La fig. 7 muestra que los niveles de fosfatidile­
tanolamina no son afectados por la adiciôn de zimosân. 
Por lo tanto la disminuciôn de fosfollpidos metllados 
no se debe a un efecto del zimosân sobre el sustrato.
4.6.- Efecto de 3'- deazaadenosiha y homoclsteina tiolac 
tona en la metilaciôn de fosfollpidos.
Para examinar con mayor profundidad la relaciôn 
entre la metilaciôn de fosfollpidos y la liberaciôn de 
mediadores inducida por el zimosân, hemos incubado los 
PMN en presencia de 3^-deazaadenosina y homocistelna 
tiolactona, inhibidores de las reacciones de transmeti­
laciôn . Los resultados obtenidos al potenciar la inhibi 
cxôn de incorporaciôn de grupos ^H-metilo de la metioni 
na en fosfollpidos se muestran en la tabla •
La adiciôn de 10 jiM 3 ’-deazadènosina + 200 pM homo 
cisttelna tiolactona inhibe un 20^7+5.2% la incorpora­
ciôn de grupos-^H-metilo en fosfollpidos. Este efecto 
estâ asociado a un aumento del 39.2 + 8.3% de la canti­
dad de factor activante de plaquetas liber ado en respues^ 
ta al zimosân opsonizado (Img/ml),
Este primer resul tado pared a indicar que, al pot en 
clar la inhibiciôn de la metilaciôn de fosfollpidos, se 
potenciaba la respuesta biolôgica de liberaciôn de media 
dores ( a menor metilaciôn, mayor liberaciôn), pero el
f
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mrnutos
Fig 7.- Incorporacl6n de radlactividad en fosfatidil 
etanolamina en células roarcadas con (1-^H)— etanolaml 
na 0( (3- H) -serina . Efecto del zigiosân respecto al 
tiempo.
A tiempo cero, las cëlulas fueron estimuladas con 
mosân ( 2 mg/ml; 0 O) o tampdn (#,U ). Las muestras 
se toman a los tiempos indicados y se mide la radiac 
tividad incorporada segun se describe en material y 
Métodos. o y • cëlulas marcadas con etanolamina; 
y n,H : células marcadas con serina. La grâfica eS 
la media de 3 expérimentes independientes.
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efecto no es tan claro, ya que a una concentracidn ma­
yor del inhibidor, 100 pM de C^-Ado, se produce una ma 
yor inhibicidn de la metilacidn de fosfolfpidos 51 +14% 
pero la cantidad de factor activante de plaquetas que 
se libera, es menor: 34.8+ 12.9%
4.7,- Accidn de péptidos quimiotâcticos sobre la PMT.
Para obtener mayor informacidn sobre los procesos 
bioldgicos en los que la inhibiciôn de la metilaciôn de 
fosfolïpidos pudiera estar implicada, ademâs de la fa- 
gocitosis, ensayamos la acciôn de péptidos quimiotâcti- 
cos sobre el enzima que cataliza las reacciones de N-me 
tilacidn de la fosfatidiletanolamina.
Las células fueron expuestas durante distintos tiem 
pos a distintas concentraciones de los siguientes pépti­
dos :
- formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) Es el pep- 
tido quimiotâctico mâs active a 10
- formil-metionil-leucil-glutâmico
- formil-metionil-leucil-fenilalanil-lisina ( no quimio- 
tSctico).
-9 -4El rango de concentraciones ensayadas fue 10 -10
y las células se estimularon durante 5, 10, 15 y 30 min 
Las variaciones de la actividad PMT en células tratadas 
con péptidos formilados frente a células no tratadas, no 
fueron significativas. Fueron nulas o muy ligeras y sélo 
a grandes concentraciones de péptido.
Dado que algunos autores sélo son espaces de ver 
variaciones en algunos parâmetros en presencia de cito- 
calasina B, probamos también la acciôn del FMLP en pre­
sencia de dicha droga. La ligera inhibiciôn de la acti­
vidad metiltransferasa obtenida era la misma que là de 
células no sometidas a cltocalasina B ( un 15% eomo mâ 
ximo).
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4.8.- Efecto de nucleotidos sobre la PMT.
La PMT de polimorfonucleares humanos no esté modula- 
da por nucleotidos ciclicos. Cuando se ensaya su activi­
dad en presencia de nucleotidos, ésta permanece igual a 
la de homogenizados a los que no se ha anadido nada.
Las actividades expresadas en % control + desviacion tf- 
pica de très experimentos independientes son;
Adiciôn % actividad PMT
100
5'-AMP lO'^ M^ 86.25 + 1.25
-4CAMP 10 M 88.0 + 12
-4 “cGMP 10 M 8 9 . 6 + 4 . 5
(
4.9.- Estimulaciôn de la sintesis de fosfatidilcolina 
por transcolinaciôn en PMN estimulados con Zc.
4.9.a.- Incorporaciôn de grupos metil-colina marcados en 
fosfatidilcolina1 
Cuando se incuban PMN con colina marcada, la fosfa- 
tidilcoiina exhibe 6,5 veces més radiactividad que la li- 
sofosfatidilcolina.
La adiciôn de zimosân a células previamente incuba- 
das con colina-^^C induce un aumento de la incorporaciôn 
de grupos metil-colina marcados en fosfatidilcolina. Es­
te efecto del zimosén depende del tiempo y de la dosis 
empleados ( fig. 8 y 9 )
La fig. 8 muestra el aumento de fosfatidilcolina mar 
cada al estimular con 1 mg/rol de zimosân a distintos tiem 
pos. El aumento es lineal durante 15 minutes y luego se 
alcanza una meseta. el 100% corresponde a 1665 dpm/ lO^c.
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Fig, 8.- Incorporaciôn de (^^C)-colina en fosfatl- 
dilcolina.
A tiempo cero se anade a las células 1 mg/ml de zi- 
mosân (o) o tampôn (•). Se toman muestras a los tiem 
pos indicados y se mide la incorporaciôn de (^^C)-co 
lina segûn se ha descrito en Material y Métodos. La 
grâfica représenta la media de très exoerimentos 
independientes.
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La mâxima estimulaciôn de la incorporaciôn de coli- 
na en fosfatidilcolina ( unas 3 veces) se observa con 5 
mg/ml de ZC (fig 9).
La estimulaciôn de la sintesis de fosfatidilcolina 
inducida por varias concentraciones de zimosSn v0.2-5 
mg/ml) se correlaciona bastante bien coiji la de iibera- 
ciôn del factor activante de plaquetas. En el tramo li­
neal el coeficiente de correlaciôn es de 0.892,
4.9.b.- Estimulaciôn del enzima CDP-colina: diacilgli- 
cerolfosfocolina transferasa por Zc.
La fig. 10 muestra la activaciôn del enzima que 
transfiere grupos fosfocolina a moleculas de diacilglt 
ceroi cuando las células han sido incubadas durante* 
distintos tiempos con 2mg/ml de zimosân revestido de 
complemento. La actividad mâxima se observa a los 10 min, 
Luego va disminuyendo muy ligeramente. La enzima pasa 
de transferlr 5 fmoles de grupos fosfocolina/min/10^ c 
a transferir 20 tras diez minutes de exposiciôn a Zc.
4.10.- Cinética del enzima CDP-colina: 1,2 diacilglicerol 
fosfocolina transferasa.
La fig. 11 muestra un experimento tfpico en el que 
se representan las Inversas de las velocidades frente a 
las Inversas de las concentraciones de CDP-colina. El 
coeficiente de qorrelàôiôn de la recta es 0.994. Las 've- 
locidad mâxima y Km aparente son 111 fmoles/min/10^ célu 
las y 0.333 pM. La tabla représenta los datos de 3 expé­
rimentes independientes:
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Fia. 9.- Correlaciôn entre la incorporaciôn de 
(metll-^^C)-colina en fosfatidilcolina inducida por 
varias dosis de zimosën y la liberaciôn del factor 
activante de plaquetas.
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Fig. 10.- Activaciôn de la CDP-colina; 1,2-diacilgli- 
cerolfosfocolina transferasa respecto al 
tiempo.
A tiempo cero las células fueron tratadas con 2 mg/ml 
de Zc (o) o tampôn (•). La toma de las muestras y la 
medida de la actividad enzimética se han descrito en 
Material y Métodos. Los resultados expresan las médias 
+ desviaciones tfPicas de 'tree exoerimentos indepen­
dientes. /'
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Fig. 11.- Cinética de la CDP-colina; diacilglicerol- 
fosfocolina transferasa.
La gréfica représenta los resultados de un experimeh- 
to tipico. En este caso el coeficiente de correlaciôn 
es r= 0.994. La Vmâx 111.1 y la Km aparente para la 
CDP-colina 0.333 pM.
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Vméz Km aparente
• fîD9l^ üîi2^ i2-_9§ii____ yÇ?______
0.925 166.6 1.0
0.959 71.4 0.214
0.994 111.1 0.333
La velocidad mâxiroa media es 116.3 +39.0 fmolfrain/lü^cel. 
y la Km aparente para la CDB-colina 0.515+ pM.
Cuando los PMNs humanos son estimulados por particu­
les de zimosân revestidas de complements existe una doble 
regulaciÔn de la sintesis de fosfatidilcolina. Por un la- 
do se inhibe la ruta de transmetilaciôn y por otro se es- 
tiroula la ruta de la CDP-colina.
+.11.- Efecto de 3-deazaadenosina y hOmocisteIna tiolac- 
tona en la incorporaciôn de colina.
En un apartado anterior vimos el efecto de estos in- 
hibidores de la transmetiiaciôn sobre la sintesis de PC 
por esta ruta y sobre la liberaciôn del factor activante 
de plaquetas. Dada la coordinaciôn de la sintesis de PC 
por las dos rutas, nos pareciô interesante investigar el 
efecto que estas drogas pudieran tener en la ruta de la 
transcolinaclôn.
Las células se preincuban con drogas durante 10 min 
Luego se marcan con 60 pCi/ml de (^ H)-metil)metionôna o 
20 pCi/ml de (^H-metil)-colina, durante 30 min a 37 "C. 
Después se estimulan con 3,4 mg/ml de Zc, y se mide la 
radiactividad incorporada en fosfolïpidos totales. En la 
fig. 12 se expresan los resultados como médias + desvia 
clones tl^icas de cuatro experimentos , de la incorpora­
ciôn de colina en fosfatidilcolina en células tratadas 
con los inhibidores de la ruta de tr<sa ametilaciôn.
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Fig. 12,- Efecto de la adiciôn de 3'-cieazaadenoslna
C^Ado) 100 pM y 2oo pM homocistejna tiolactona (Hey) 
en la incorporaciôn de (^H-metil)-colina en fosfo- 
llpidos.
Las células fueron preincubadas con las drogas duran 
te 10 min. Luego se incubaron con^H-colina durante 
30 min (segOn se ha descrito en Material y Métodos)
Al cabo de ese tiempo, se estimularon ( O ) o no ( a ) 
con 3,4 mg/ml de Zc. Los resultados expresan el % 
respecto de contrôles no estimulados con drogas, de 
las médias de cuatro experimentos + desviaciÔn tfpica
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Adiciôn
% incorporaciôn 
grupos ^H-metilo
% incorporaciôn 
(^H-metil)colina
lüO 
37.96+ 8.29Zc 3.4mg/ml
C^Ado 100 jjM 
+ Ilcy 2oo p M
Zc +C^Ado+Hcy 25.8 + 8,37
53.5 + 23.7
loo
181.7 + 27.b 
74.8 + 10.5 
194.6 + 36.6
âunque làs drogas inhiben un 25.2% la incorporaciôn
de colina en fostollpidos totales, parece que existe una
potenciaciôn de la estimulaciôn que produce el zimosân.
Si comparamos las células marcadas con colina y tra
» — 
tadas con deazaadenosina y homocistelna tiolactona. la
estimulaciôn producida por el zimosân es de 2.6 veces 
mientras que es sôlo de 1.8 véces si comparamos el efec­
to del zimosân en células no tratadas con drogas.
4.12.- Efecto del Zc sobre la liberaciôn de âcido araqui 
dônico.
Hirata y Axelrod ( 94 ) propusieron que la ruta de 
transmetlIaciôn proporcâonaba moléculas ricas en âcido 
araquidônico en neutrôfilos de conejo. En PMN esta ru­
ta esta ^ inhibida y sin embargo ocurre la liberaciôn de 
araquidônico.
Cuando los PMN humanos son preincubados con âcido 
^H-araquidônico y se estimulan con Img/ml de Zc, hay un 
aumento de la liberaciôn de araquidônico a lo largo del 
tiempo (fig. 13). A los 30 min se ha liberado 6.6 veces 
mâs araquidônico en células estimuladas que en células 
control. El efecto es especifico para el âcido araquido 
nico porque si se marcan células con âcido ^^C-oleico 
y se estimulan posteriormente con particules de zimosân 
no se produce liberaciôn de âcido oleico (fig. 13, triân 
guios).
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13.- Producel6n de âcido araquidônico en PMNs 
estimulados con zimosân.
A tiempo cero las células fueron estimuladas con 
Img/ml de zimosân (o) o tampôn (•). Se tomaron 
muestras a los tiemoos indicados y la cantidad de 
âcido (^ H)-araquidônico se déterminé como se ha 
descrito en Material y Métodos. (a ) niveles de âc^ 
do {1-^^C)-oleico en células marcadas con este corn 
puesto y estimuladas luego con 1 mg/ml de zimosân.
La grâfica es la media de 3 experimentos indepen- 
cientes.
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4.13.- Efecto del zimosân sobife la producciôn de di- 
glicérido.
I
Si el âcido araquidônico proviene de la hidrôiisis 
del fosfatidilinositol por una fosfolipasa C, uno de 
los metabolites que deoerla formarse séria el diacil­
glicerol. La fig. 14 muestra como células preincubadas 
con âcido araquidônico trltiado, la estimulaciôn de los 
PMNs con Img/ml de zimosân aumenta los niveles de ara- 
quldonildiacilgllcerol para disminuir a partir de ese 
tiempo.
4.14.- Origen del âcido araquidônico liberado.
La adiciôn de Img/ml de zimosân durante 10 min hace 
que el fosfatidilinositol marcado con âcido araquidônico 
disminuya un 25% y la fosfatidilcolina marcada, un 14%
El araquidônico incorporado en fosfatidllinoaltoî ea 2.5 
vecés el incorporado en fosfatidilcolina. El 100% de la 
fig. 15 corresponde a 16.500 dpm para PI y 6600 para PC 
Esto supone quef'él 80 % del âcido araquidônico genera- 
do en respuesta al zimosân se origina de fosfatidilino­
sitol .
Tanto la fosfolipasa como la fosfolipasa C estân 
implicadas en la liberaciôn de âcido araquidônico duran­
te la fagocitosis. Para conocer mâs datos sobre la impl^ 
caciôn del fosfatidilinositol en la liberaciôn de âcido 
araquidônico y su relaclÔn con la fagocitosis hemos ana 
lizado el efecto de compuestos que afectan al metabolis 
mo del fosfatidilinositol con el fin de averiguar si 
la fagocitosis estaba también afectada- La quinacrina 
y la isobutilmetilxanti-na; afectan al métabolisme de PI 
La primera es un inhioidor de fosfolipasas y la segunda 
bloquea el recambio de PI aumentando los niveles de cAMP
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Fig. 14.- Formaciôn de araquidonildlacilgllcerol.
A tiemoo cero las células fueron estimuladas con 
Img/ml de zimosân (o) o tampôn (•). Se tomaron 
muestras a los tieihpos indicados y la cantidad de 
(^H)- araquidonildiacilglicerol se determinô se- 
gûn se ha descrito en Material y Métodos. La grâ 
fica es la media de très experimentos Indepen­
dientes .
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Fig. 15.- Niveles de araquidonilfosfatidilinositoi y 
araquidonilfosfatidllcolina en PMNs estimulados con 
zimosân.
Las células fueron marcadas con âcido (^ H)-araquidô 
nico y estimuladas con 1  mg/ml de zimosân durante 
10 min. Los fosfolïpidos fueron extraldos y separa- 
dos por cromatografla en caoa fina como se describe 
en Material y Métodos. ( ) zimosân; ( ) tampÔn'
100% corresponde a 16500 dpm para fosfatidilinositol 
(PI) y 6600 dom para fosfatidilcolina (PC). La grâf^ 
ca es la media de 3 experimentos independientes.
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4.15.- Efecto de isobutiImetilxantina y de quinacrina 
sobre la liberaciôn de âcido araquidônico.
-4La quinacrina 10 M inhibe un 51% la liberaciôn de 
âcido araquidônico a los 15 min de estimulaciôn con 
mosân. Al mismo tiempo, inhibe un 32 % la fagocitosis 
de particules (ver taola;)- La isobuti Imetilxantina 50 
un inhibidor de las fosfodiesterasas de nucleotidos ci- 
clicos, también inhibe la respuesta fagocitica y la li­
beraciôn de araquidônico. Las drogas fueron anadidas 
cinco minutos antes de la adiciôn de 2 mg/ml de Zc.
Adiciôn %âcido araquidônico %fagocitosis
- 23 -
Zc 2mg/ml 1 0 0 1 0 0
-4Zc f quinacr. 10 M 49 6 8
Zc + IBMX 50 jjM 6 6 61
Los resultados de la tabla son la media de J experimen
tos. Las desviaciones fueron menores del 15 %.
4.16.- Incorporaciôn de colina en CDP-colina
Durante la estimulaciôn con 2 mg/ml de zimosân, he 
mos visto que la incorporaciôn de colina en PC aumenta
durante los primeros 1 0  min y alcanza luego una meseta. 
Una posible expiicaciôn de este aumento transitorio es 
que disminuya con el tiempo el sustrato CDP-colina. Pa­
ra examinar esta posibiiidad hemos medido los niveles de 
colina marcada incorporada en CDP-colina en células es­
timuladas o no con zimosân. Los resultados de la tabla 
indican que no hay variaciones en la colina incorporada 
en CDP-colina al estimular las células con Zc. La CDP- 
colina se consume inmediatamente para sintetizar Pc.
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tiempo % colina incorporada en CDP-colina 
min control Zc 2 mg/ml
0 100 100 
5 107,9+4.1 109.1+1.7
10 109.6+27,6 101.1+ 19.8
20 97.3+26.3 84.3+ 13.2
El 100% corresponde a 1267.7dpm +512.2 dpm 
Los resultados representan la media de 4 experimen­
tos independientes.
4.17.- Actividad diglicërido lipasa.
Hemos medido la actividad del enzima que cataliza la 
hidrôiisis del diglicërido, necesaria para la liberaciôn 
de âcido araquidônico, en PMNs humanos estimulados o no 
con 1 mg/ml de Zc. En la tabla se expresan los resulta­
dos de 4 experimentos independientes. El 100% correspon­
de a 2.6 3 pmoles /min /lO^ células.
tiempo (min) %actividad diglicërido lipasa
0 100
î 101.6+ 7.6
10 90.8 + 8.9
20 99,2 + 32.4
Estos roshitados indican que no existes variaciones
de actividad de las células estimuladas o no con Zc. Tarn 
poco variô la actividad Diglicërido lipasa aumentando la 
concentraaiôn de Zc a 2 mg/ml.
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4.18.- Efecto de inhibidores de transglutaminasa, serin 
esterasas y antiviricos sobre el roetabolismo de 
tosfatidiicolina.
La dansxlcadaverina es un inhibidor de la internali- 
zaciôn de receptores. Su acciôn se ha atrifcuido a que 
es capaz de inhibir la transglutaminasa. Nuestros resul 
tados indican que en PMN humanos modifica la sintesis 
de fosfolipidos. Su acciôn es reversible y afecta mâs 
la incorporaciôn de colina en PC que la ruta de trans- 
metilàciôn. A concentraciones altas, como 10 ^M, las 
células forman agregados énormes, la acciôn es irre­
versible y la viabilidad de las células disminuye.
Las células son preincubadas con la droga que se 
estudia durante 1 0  min, luego se anaden la metionina 
o colina mardadas y se mide incorporaciôn de radlac­
tividad en fosfolipidos totales.
En la tabla slguiente puede verse la reversibilidad 
de la acciôn de la dans!Icadaverina sobre la incorpora­
ciôn de (^H )-colina en fosfatidilcolina.
Adiciôn %incorporaciôn
100%
DACAD lo” *^^
-células lavadas 102.6+ 2.3
-no lavadas 8 o . 8  + 0 . 8
-4DACAD 5x10 M ...
- lavadas x2 107.7 +7.3
- no lavadas 64.2 + 0.75
La dansiicadaverina se disueive en DMSO (dimetilsulfô- 
xido). El contre posee la misma cantidad de DMSO(1%)
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4 .18 - a
Efecto de dansiIcadaverina 500 yM sobre la sintesis de 
fosfatidilcolina, fagocitosis de Zc (2 mg/ml) y libera­
ciôn de factor activante de plaquetas. Los resultados 
de la tabla resumen los de 3 experimentos indopendien- 
tes y expresan la media de los % de incorporaciôn 
en fosfolipidos totales + desviaciÔn tipica.
Efecto de DACAD 5oo
incorporaciôn colina 64.2 îO.7%
" metionina 70.1 + 4.6
liberaciôn PAF 12,0+2.1
fagocitosis o
Otro inhibidor de bransglutaminasas, v alfa-bromo 
4-hidroxi-3 nittoacetofenona no afectô la via de transme 
tilaciôn , pero si la de transcolinaclôn. La mediâ . de 
4 experimentos indica que a 100 jiM sôlo incorpotan el 
33.4 + 11.6% de colina en PC las células tratadas con es^  
ta droga durante 30 min ( mâs 10 de preincubaciôn). A 10 
pM, la incorporaciôn es del 84.4 _t 17.1% del control.
Rimantadine, y amantadina, utilizados como antivfri- 
cos, tampoco tienen efecto. en la incorporaciôn de gru­
pos metilo en fosfalipidos, pero afectan la ruta de la 
transcolinaclôn. Sôlo tuvieron efecto a grandes concen­
traciones (imM) Cuando las célu-las se tratan con aman­
tadina incorporan sôlo el 8 3.6 + 7.38% de colina en fos­
fatidilcolina. Con rimantadine 1 mM, el 56.2+11.3 % de 
células que contienen 1 % de etanol( ya que ésta es la 
concentraciôn final en células incubadas con amantadi­
na y rimantadine).
La putreccina no afectô a la sfntesis de fosfatidil­
colina por ninguna de las dos vias. El fluoruro de pa- 
rametiisuifonilo y el fluorure de dansilo afectan la
t r a n s c o l i n a c l ô n .
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Efecto sobre la incorporaciôn de (^ H-metll)colina 
en fosfolipidos.
Adiciôn %incorporaciôn
100
PMSF 10~^M 58.1 + 5,7
- 4  “PMSF 10 M 94.9+7.4
-4 “DAF 10 M 60.3+6.1
DAF 10"^M 97.1 + 9.2
El fluorùro de dansilo, a ‘concentraciones mâs altas 
(10~^M) produce también grandes agregados de células. 
La incorporaciôn estâ muy inhibida, pero la viabili­
dad de las células es menor.
Los datos de la tabla son médias + desviaciones 
tipicas de 3 experimentos.
El fluoruro de dansilo afectô también a la in­
corporaciôn de grupos (^H)-metilos de la metionina 
en los fosfolipidos. Las médias + desviaciones tlpi 
cas de 3 experimentos independientes son:
DAF 10~^M 54.4- 18.5 %
DAF 10“^M 66.3+4.7 %
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5.- DISCUSION.
5.1.- Sintesis de fosfatidilcolina en leucocitos po­
limor fonucleares humanos.
La adiciôn de zimosân revestido de complemento 
a leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN) provo- 
ca una disminuciôn en la metilaciôn de fosfolipidos. 
Hemos observado que células estimuladas con 1 mg/ml 
fr zimosân incorporan un 38.9 - 7.8 % grupos (^ H)- 
metilo que células control ( al cabo de media hora).
La inhibiciôn del enzima S-adenosilmetionina: fosfa- 
tidiletanolamina-N-metiltransferasa es râoida y tran 
sitoria. Es patente a los 30 s, va disminuyendo la 
actividad metiltransferâsica hasta los 1 0  min, para 
alcanzar una meseta a partir de ese tiempo. La inhib_i 
ciôn del enzima depende también de la cantidad de z^ 
mosân empleado.
La disminuciôn de fosfolipidos metilados se de- 
be a un efecto sobre el enzima y no sobre el sustra­
to fosfatidiletanolamina, porque el zimosân no afec­
ta a la incorporaciôn de etanolamina marcada en fos­
fatidiletanolamina, ni la incorporaciôn de serina en 
fosfatidilserina, susceptible de transfo marse en fos 
fosfatidiletanolamina por descarboxiIaciôn. Cuando se 
anade fosfatidiletanolamina a los homogenizados de cé 
lulas en los que se mide la PMT, no se observan varia 
ciones en la inhibiciôn del enzima.
Cuando los PMNs fagocitan zimosân, se desencadena 
una respuesta compleja que lleva a la liberaciôn de en 
zimas lisosomales, factor activante de plaquetas, y me 
tabolitos del âcido araquidônico como hemos visto en 
la introducciôn. La inhibiciôn de la PMT en PMNs huma­
nos precede y acomoana a la liberaciôn del enzima be- 
ta-glucuronidasa y del factor activante de plaquetas.
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A los 5 min. la liberaciôn de PAF (factor acti­
vante de plaquetas y de beta-glucuronidasa empieza a 
ser detectable, y la inhibiciôn de la PMT ya ha alcan 
zado un 30% a concentraciones de zimosân que inhiben 
un 40% como mâximo.
Ademâs, existe una buena correlaciôn entre la in 
hibiciôn de la transmetilaciôn y la liberaciôn de me- 
diadoresf al anadir inhibidores de la transmetilaciôn 
se modula la respuesta al zimosân. Esto sugiere que 
la inhibiciôn de la metilaciôn de fosfolipidos podrla 
ser importante en la respuesta fisiolôgica.
En leucocitos polimorfonucleares humanos la adi­
ciôn de zimosân aumenta la incorporaciôn de colina mar 
cada en fosfolïpidos. El efecto del zimosân es depen- 
diente del tiempo y de la dosis. En homogeni zados de 
células se observa una estimulaciôn del enzima CDP-co 
lina: diacilglicerolfosfocolina transferasa. El aumen 
to de actividad es lineal hasta los diez minutos, y 
luego alcanza una meseta. El aumento de sintesis de 
fosfatidilcolina también es dependiente de la concen- 
traciôn de zimosân utilizada.
En otros sistemas también se ha descrito una dis­
minuciôn en la metilaciôn de fosfolipidos: plaquetas 
(92 ), macrôfagos (78 ) y leucocitos de conejo (25 ).
En el caso de los neutrôfilos de conejo estimula 
dos con péptidos quimiotâcticos, la disminuciôn de 
la metilaciôn de fosfolipidos se ha atribuldo a un 
aumento de la degradaciôn y no a una inhibiciôn de 
la sintesis. La formil-metionil-leucil-fenilalanina no 
afecta a la incorporaciôn de colina. Hirata y cols, 
atribuyeron este aumento délia degradaciôn a una acti­
vaciôn de la fosfolipasa A^. La degradaciôn empezaba 
râpidamente y alcanzaba una meseta a los 1 0  min.
Pike y cols. (70 ) vieron que la metilaciôn de 
fosfolipidos se inhibla en macrôfagos humanos estimu­
lados con péptidos quimiotâcticos. Observaron un 41%
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de incorporaciôn de (^H)-metionina a los 6 0  min. Los 
macrôfagos fueroo estimulados con formil-raetionil-me 
tionina. Esta disminuciôn no se debîa a inhibiciôn 
de la sintesis de fosfolipidos, ya que cuando incu- 
baban las células con y estimulaban con distinâs 
concentraciones de factores quimiotâcticos, la incor 
poraciÔn de ^^P se mantenla igual a la de las células 
no estimuladas e incluso aumentaba ligeramente (15- 
20% en el caso de C5a).
Sin embargo, en plaquetas (92 ) la trombina dis
minuye la incorporaciôn de grupos metilo en fosfolipi 
dos. El efecto es muy râpido. Es detectable a los 15 
segundos y continua hasta los 30 min. A este tiempo, 
la disminuciôn es del 34%. Con trombina también se in 
hibe la incorporaciôn de colina en fosfolipidos de 
plaquetas ( un 33%).
Hemos visto que en PMNs humanos la sintesis de 
fosfatidilcolina estâ regulada de un modo coordinado. 
Al anadir zimosân, la ruta de transmetilaciôn se in­
hibe hasta un 40% mientras que la de transcolinaclôn 
se estimula un 200-300% ( dependiendo del tiempo y la 
dosis considerados).
En otros sistemas también se ha descrito esta do­
ble regulaciôn de la slntetis de fosfatidilcolina.El 
ejemplo mâs estudiado ha sido el hlgado de rata.
La sfintesis hepâtica de fosfatidilcolina ocurre ba 
jo control hormonal dependiente de Ca^^ y de cAMP. La 
angiotensina y la vasopresina, dos hormonas cuyos efec 
tos en hlgado estân mediados por Ca^^, producen estimu 
Iaciôn de la PMT en hepatocitos ( 73 ).
2+En microsomas aislados de hlgado de rata, Ca en 
presencia de ATP también modula este enzima, asl como 
el ionôforo A23187. { . En hlgado la PMT parece es­
tar regulada por un mécanisme de fosforilaciôn-defos- 
foriIaciôn.
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La angiotensina y la vasopresina inhiben la sîn 
tesis de fosfatidilcolina por transcolinaciôn, a tra 
vës de un proceso Ca^^-dependiente (73 ).En cuanto al 
cAMP, el glucagon, una hormona que utiliza cAMP como 
segundo mensajero, estimula la sintesis por transmet! 
Iaciôn en hepatocitos de rata ( 71, {-2 ) , La adiciôn
de derivados de cAMP a hepatocitos de rata inhibe la 
sintesis de fosfatidilcolina por transcolinaclôn (171) 
La inyecciôn intraperitoneal de colina aumenta la ac­
tividad fosfocolina transferasa y disminuye la PMT, 
también en hlgado de rata (1 7 3 ).
Ademâs, se ha estudiado la influencia de la die 
ta. La deficiendia de colina aumenta la actividad de 
la PMT e inhibe la ruta de transcolinaclôn. La defi- 
ciencia de metionina disminuye la actividad especlfi- 
ca de la fosfocolinatransferasa. La omisiôn de ambas, 
metionina y colina, en la alimentaciôn de la rata du 
rante dos semanas disminuye la actividad especlfica 
de la fosfocolina transferasa y aumenta la metiltrans 
ferasa(174)
La ruta de la transmet!Iaciôn se inhibe mediante 
inyecciôn intraperitoneal de 3'-deazaadenosina a res­
tas ( 1 7 9  . A pesai/ de ello, la cantidad de fosfolipi 
dos totales era la misma en presencia que en ausencia 
del inhibidor de la transmetilaciôn. Esto llevô a 
Chiang y Canton! a proponer que en hlgado existla una 
doble regulaciôn. Encontraron un aumento de 30 veces 
en la incorporaciôn de ^^C-colina a llpidos totales.
La incubaciôn de hepatocitos con deazaadenosina in­
hibe la transmetilaciôn y estimula 2-3 veces la trans 
colinaciôn, pesiblemente activando el enzima CTP: fo£ 
focolina citidiltransferasa (176)* Sin embargo, no 
ocurre en la misma proporciôn en todos los ôrganos de 
la rata. El efecto es menor en bazo y nulo en cerebro.
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La rata no ha sido el ûnlco animal para el que se 
ha encontrado una regulaciôn coordinada de la sinte­
sis de fosfatidilcolina, con inhibiciôn de una ruta y 
estimulaciôn de la otra. Por ejemplo, durante la trans 
formaciôn virica de fibroblastos de hamster, la trans­
metilaciôn estâ estimulada (R7 ) y la transcolinaclôn 
disminuye 1177).
La diferenciaciôn de células leucémicas de la li- 
nea mieloide estâ asociada a una disminuciôn de la met! 
Iaciôn de fosfolipidos y un aumento de la sintesis de 
fosfatidilcolina por la ruta de la CDP-colina(93 ).
De todos modos, la doble regulaciôn de la sinte­
sis de fosfatidilcolina no es un hecho generalizado. Por 
ejemplo, en plaquetas estimuladas con trombina, las dos 
rutas estân inhibidas. La inhibiciôn de la metilaciôn es 
muy râpida. A los 15 s el efecto es claro y se mantieoe 
30 min. A los 30 min la inhibiciôn descrita es 34% y la 
incorporaciôn de colina marcada pasa de 186% a 153% del 
control ( también a los 30 min). (92 ).
Los péptidos quimiotâcticos inhiben la incorpora - 
ciôo de (^H)-metionina en fosfolipidos de neutrôfilos de 
conejo(25,70)mientras que la ruta de transcolinaclôn per 
manece constante.
La actividad de la FMT mâs alta se ha encontrado 
en hlgado de rata (500-1000 pmol/min/mg proteina) 651,62) 
La actividad de la CDP-colina: diacilglicerol fosfocol^ 
na transferasa es 1030 + 71 pmol/min/mg proteina (178).
En higado la ruta de la transmetilaciôn contribuye a 
la sintesis del 20-40% del total de fosfolipidos meti­
lados. Su funciôn séria mantener unos niveles estacio- 
narios de fosfatidilcolina.
Sin embargo, en reticulocitos (7*^  )., eritrocitos 
( gç, ) membranâs de glândula maroaria ( 179) y en PMNs hu­
manos la actividad es sôlo 0.1-1% de la présente en mi­
crosomas de higado de rata. En estos sistemas, la con-"
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tribuciôn de la ruta de transmetilaciôn a sîntesis de 
fosfatidilcolina no es significativa. Se ha propuesto 
que en estos sistemas la funciôn de la transmetilaciôn 
séria la de actuar en la transducciôn d© sefiales.
El hecho de que, en PMNs humanos, la inhibiciôn 
de la metilaciôn de fosfollpidos se correlaclone con 
la extensiôn de la respuesta biolôgica, cuando son es 
timulados con zimosân, y de que la inhibiciôn précéda 
y acompahe a las respuestas temporalmente, estS de acuer 
do con esta idea.
Ademâs, en el caso de los PMNs humanos, la inhibi­
ciôn de la ruta de transmetilaciôn y estimulaciôn de 
la via de la ODP-colina, podria refiejar el hecho de 
que durante la fagocitosis la célula necesita una ma­
yor cantidad de fosfollpidos para sintetizar nuevos blo 
ques de membrana. Por lo tanto, séria lôgico encontrar 
una estimulaciôn de la sîntesis de fosfatidilcolina, pe_ 
ro no a través de la transmetilaciôn, ya que esta ruta 
requiers el uso de fosfatidiletanolamina.como sustrato 
y la fosf atidiletanolamina es otro components mayorita__ 
rio de las membranas, y su utilizaciôn debe estar inhi- 
bida. La fosfatidiletanolamina puede ser necesaria para 
otras funciones celulares hasta ahora desconocidas.
Para comprobar la hipôtesis de la funciôn transduc 
tora de la transmetilaciôn de fosfollpidos se ha recurri 
do a estudiar quë efectos tienen los inhibidores de la 
transmetilaciôn en células estimuladas. Los inhibidores 
utilizados han sido principalmente 3'- deazaadenosina y 
5'-deoxi-5'-isobutiltio-3-deazaadenosina. <3-deazaSIBA)
3LdeazaSIBA es un anâlogo de la S-adenosilhomocis- 
telna (lAO) © inhibe la incorporaciôn de timidina en lin 
focitos de ratôn estimulados con concanavalina A ( 77 ) y 
la liberaciôn de histamina en respuesta a Ig E en basô- 
filos de conejo leucéroicos ( 8 6  ) y mastocitos '( 75 ) . p© 
ro ademâs de inhiblr la metilaciôn de fosfollpidos, deaza
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SIBA es un potente inhibidcr de la sîntesis de fosfati­
dilcolina por la ruta de la CDP-colina en basôfilos de" 
conejos leucêmicos ( 1 3^ 1) y células de neuroblastoma (L82 )
Estos resultados invalidan el uso de este compuesto 
para estudiar las funciones celulares reguladas por la 
metilaciôn de fosfollpidos, debido a su falta de especi- 
ficidad.
También han aparecido resultados que indican que
la acciôn de la 3'-deazaadenosina no es especifica de
3
la transmetilaciôn. C - Ado (3'-deazaadenosina) aumen- 
ta el contenido de S-adenosilhomocisteIna (AdoHcy) y 
3-deaza-adenosilhomocistefna (C^- AdoHcy) inhibiendo 
la adenosilhomocisteina hidrolasaa(EC 3.3.1.1.), en- 
zima que cataliza la hidrolisis de adenos iIhomoc is teI 
na a adenosina y L- homocistelna, manteniendo baja la 
concentraciôn de AdoHcy, inhibidor de todas las reac- 
ciones de transmetilaciôn. Por ello, los dos compues- 
tos C^-Ado y C^-SI3A son inhibidores de la transmeti­
laciôn ( 175 ,183f 4) C'^ Ado inhibe la metilaciôn de fosfo 
lipides y una serle de funciones celulares como la 1 1  
beraciôn de histamina medida por Ig E (3^  ), quimiota 
xis de ratôn (135), quimiotaxis en neutrôfilos de co­
nejo variando la relaciôn AdoMet/AdoHcy (igm,I8 7 )- Se 
ha descirto que aumenta los niveles de cA'P (ib5 ,i«b) 
por lo que efectos atribuîdos a metilaciôn de fosfolle 
pidos tal vea puedan deberse al aumento de cAMP.
Por otra parte, ia adenosina también inhibe la 
metilaciôn de fosfollpidos en neutrôfilos de conejo va­
riando la relacion S-adenosilmetionina/ S-adenosilhomo- 
cistelna y no tiene efecto en la quimiotaxis (107). Si 
se preincuban neutrôfilos con adenosina, C^Ado ya no es 
capaz de inhibir la quimiotaxis pero si la metilaciôn 
de fosfollpidos. Estos datos contradicen la idea de que 
la metilaciôn de fosfollpidos esté implieada en las pri­
meras fases de la quimiotaxis.
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Contrarlamente a lo que se pensaba hasta hace po 
CO, la metilaciôn de fosfollpidos no es un requerimien 
to para la activaciôn de plaquetas, sino raSs bien un 
resuitado de esa activaciôn(1^°)•
Los datos se basaban en que al inhibir la trans­
metilaciôn con C^Ado, también se potenciaba la agrega- 
ciôn de plaquetas. Pero otra droga, 3-deazaaristeromi- 
cina, que produce la misma inhibiciôn de la metilaciôn 
no afecta sin embargo a la agregaciôn (ion, loi). La 
deazaadenosina no inhibe las respuesta de las plaquetas 
a la trombina, ADP, epinefrina, colSgeno, âcido araqui- 
dônico y A23187 a altas concentraciones de agonistas y 
parece potenciar la respuesta a bajas concentraciones.
El efecto de la 3'-deazaadenosina sobre el cAMP no 
justifica totalmente el efecto sobre la agregaciôn, ya 
que la inhibiciôn farmacolôgica de la adenilato ciclasa 
por ella misma no causa o potencia la agregaciôn de pla 
quêtas (1 9 2 '^
Nosotros hemos encontrado que en los polimorfonu- 
cleares humanos la inhibiciôn de la metilaciôn de fosfo 
llpidos precede y acompafta a la fagocitosis de particu' 
las de zimosân, liberaciôn de factor activante de pla­
que tas y de beta-glucuronidasa. Cuando se inhibe aün inSs 
la incorporaciôn de grApos metilo debido a la presencia 
de C^-Ado y adenosilhomocisteina, hay una mayor libera­
ciôn de factor activante de plaquetas. Sin embargo , en 
presencia de concentraciones mâs altas de C^Ado, podria 
esperarse que al potenciarse aûn mSs la inhibiciôn de la 
transmetilaciôn, la respuesta biolôgica medida como libe 
raciôn de factor activante de plaquetas, por ejemplo, fue 
ra afin mayor, y sin embargo no es asi. Esto podria deber­
se o bien a que es necesaria una cierta proporciôn de me 
tilaciôn para que la respuesta fagocitica tenga lugar 
o bien a que la droga esté actuando también a otros ni­
veles, como elevando la concentraciôn de cAMP. Los in­
hibidores de la fosfodiesterasa de cAMP bloquean la libe 
raciôn de factor activante de plaquetas en respuesta al
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zimosân (7). La isobutilmetilxantina 10 yM inhibe un 
38% la liberaciôn de factor activante de plaquetas y 
la adiciôn de 1 0  de isobutilmetilxantina y 1 
cAMP un 72%.
La metilaciôn de fosfollpidos se ha asociado a 
la estimulaciôn de la mitogénesis de linfocitos esti- 
mulada con concanavalina A ( 77 ). La concanavalina A 
induce un aumento transitorio y râpido de la metila­
ciôn de los fosfollpidos con un mâximo a los 10 s-r 
Estos autores utilizaron deazaSIBA obteniendo inhi­
biciôn de la metilaciôn y de la mitogénesis. Sin em­
bargo Moore y cols (7 g ) midieron incorporaciôn de me- 
tionina marcada en fosfollpidos a concentraciones ôpti 
mas para estlmular la mitogénesis, en otros très tipos 
de linfocitos, y no observaron variaciones en la meti­
laciôn, pero si en el métabolisme del fosfatidilinosi­
tol . Las diferencias no pueden atribuirse a la metodo- 
logla porque Moore y cols, se ajustaron lo mâs posible 
a las condiciones utilizadas por Hirata. Estos datos 
se oponen a la idea de que la metilaciôn de fosfollpi­
dos medie la mitogénesis de linfocitos inducida por con 
canavalina A.
Otros procesos que transcurrenccon estimulaciôn de 
la N-metilaciôn de fosfollpidos son la quimiotaxis en 
D. discoideum (83 ), la diferenciacion del cristalino 
en embriones de polio («1 ) , la secreciôn de ACTH en pj^  
tuitaràa de rata (9^  ^ ) , la estimulaciôn con el factor
de crecimiento del nervio ( ) y la estimulaciôn con
gonadotropina coriônica de.células de Leydig aisladas.
( 81 ) .
El puenteo de receptores de Ig E en mastocitos pro 
duce un aumento transitorio râpido ( mâximo a los 15 sg) 
de los fosfollpidos metilados ( 74 ). Lo raismo ocurre en 
basôfilos de conejos leucêmicos con un mâximo a los 5 min
Hirata y cols. ( 7’ ) propusieron que el aumento de
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la metilaciôn de fosfollpidos producia un aumento de 
fluidez de la membrana en eritrocitos y reticulocitos 
( IQj de rata. Este aumento de fluidez lo relacionaron 
con la activaciôn de la adenilato ciclasa ( al facili- 
tar el movimiento lateral y por consiguiente el acopla 
mien to de receptores) por el isoptjoterenol en fantas­
mas de reticulocitos ( 7 9 ) y por la Ig E en mastocitos 
( 75) .
Este punto suscitô una gran controversia. Vance 
y cols. (1 9 A) adujeron que variaciones de menos de 
0.00033% en la metilaciôn de fosfollpidos no podlan 
justificar las diferencias relativamente grandes, de
1.62 a 1.09 poise encontradas por Hirata y cols.(193)
La metilaciôn de fosfollpidos no tiene efectos 
sobre la adenilato ciclasa en otros sistemas, como 
membranas plasmâticas de higado de rata (3 0 5 ,1 0 ( 3 ) 
o en hepatocitos estimulados con glucagôn o beta-adre 
nërgicos. Chauhan (197) describiô que ni la metila­
ciôn de fosfollpidos ni la adiciôn de fosfatidilmono- 
metiletanolamina tienen un aumento en la fluidez de 
membranas de cortex de rifiôn.
Estos datos sugieren que la funciÔn de la transme­
tilaciôn de fosfollpidos no es la de producir variacio­
nes en la fluidez de las membranas.
Otra funciôn atribulda a la metilaciôn de fosfolipi 
dos ha sido el control del numéro de receptores de su­
perficie . La incubaciôn con S-adenosilmetionina aumenta 
el numéro de receptores beta-adrenérgicos en reticuloci­
tos de rata ( l^ #^ y de receptores lactogênicos en membra 
nas de glândula mamaria. La inhibiciôn del enzima PMT 
causa una reducciôn del nûmero de receptores beta-adre­
nérgicos en células HeLa ( 9 4  ).
Todos estos datos apoyan la idea de que distintos 
estimulos estân asociados a una variaciôn en la metila­
ciôn de fosfollpidos. Pero la sefial bioflsica o bioquî- 
mica que esté asociada a esta variaciôn de fosfollpidos
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metilados no se conoce hodavia. No es la fluidez de 
membranas, ni la activaciôn de la adenilato ciclasa.
Sôlo en el caso del' Higado la ruta de la transme- 
Eilâciôn esta implicada en la sîntesis de fosfatidil­
colina, ya que esta via puede contribuir al 20-40% del 
total de fosfollpidos metilados sintetizados.
Kanagi en plaquetas ) y Crewa en RBL vieron que
las raolêculas de fosfatidilcolina sintetizadas por trans 
metilaciôn eran mâs ricas en âcido araquidônico. Hirata 
y Axelrod ( 9 4  ) propusieron que una funciôn de la fosfa 
tidilcolina sintetizada por esa ruta séria la liberaciôn 
de âcido araquidônico. Sin embargo existe liberaciôn de 
araquidônico tanto si la metilaciôn de fosfollpidos estâ 
aumentada como si estâ dismlnulda.
Rehbinder y ' Tanaka (200 ) solubilizaron la PMT
microsomal de higado de rata y concluyeron que habla 
sôlo un enzima. Sin embargo se ha propuesto la existen 
cia de dos enzimas en la fraceiôn microsomal de N. eras 
sa ( 64 ) , agrobacterium tumefaciens (2 0 1 Î, extractos de 
pltultaria de rata (85 ), basôfilos de rata leucêmica 
( 6 Q) eritrocitos ( fio ) médula adrenal de bovino ( 5 3  ) 
El paso de fosfatidiletanolamina a fosfatidil-N- metil 
etanolamina estarla catalizado por un enzima y las dos 
metilaciones siguientes por otro.
En eritrocitos se ha postulado la existencia de dos 
enzimas, con Km aparente para AdoMet de 1.4x10~^M para 
el primer enzima, que séria dependienfee de Mg^ y se en- 
contrarla localizada en la cara interna de la membrana 
donde se encuentra el sustrato PE. La segunda PMT cata 
lizaria el paso a fosfatidilcolina, no requerirla Mg^ '*’ 
tendria pH ôptimo 1o.5 y Km 10~^M. Estarla localizada 
en la cara externa.
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En la médula adrenal de bovino ( ^ 3  ) se han pro- 
puesto dos enzimas distintas. Las Km aparentes para 
AdoMet serîan i . y 0.1 mM y pH ôotimos 6.5 v 10 re£ 
pgctivamente. A b»jas concentraciones de AdoMet el
Mg^^es un activador.
En la fracciôn microsomal de higado de rata jo- 
ven ( 2 0 2 ) se ha propue s to también la existencia de 
dos enzimas, Sin embargo, Scheneider y Vance en ra­
tas adultas proponen la existencia de un sôlo enzi­
ma que han purificado parcialmente, situado en la
cara citoplasmâtica de los microsomas, con pH Ôpti-
2, 4"
mo 9.5, sin requerimientos de Mg para su actividad.
El paso de fosfatidiletanolamina a PME es nueve ve- 
ces mâs lento queeel de ésta a PC.
Crews propuso la elxstencia de dos enzimas enç 
sinaptosomas de cerebro de rata ( 203) ©©n distintos 
pH optimos y diferente requerimiento de Mg^t
En estos experimentos, la determinaciôn de las 
Km para AdoMet se realiza a partir de la radiactividad 
recuperada en PME, pero parte de la PMg se ha utilizado 
como sustrato de la supuesta PMT II. Las diferencias 
de actividades enzimâticas podrian deberse a un efecto 
de pH. A pH mâs bajo la actividad enzlmâtica podrôa ser 
mâs baja, con lo que se producirla muy poca PME, y por 
consiguiente, sessintetizarlan muy poca PDE y PC, con 
lo que la radiactividad se encontrarla fundamentalmente 
en PME. Si a valores mâs altos de pH, la actividad es 
mâs alta, se sintetizarla mayor cantidad de PME,y tam­
bién PDE y PC. Al pH ôptimo quedarla muy poco marcaje 
asociado a PME porque pasarla râpidamente a formar PDE 
y PC. Se han obtenido cinéticas no lineales en médula 
adrenal de bovino, sinaptosomas y homogeneizados de D. 
discoideum. Este comportamiento no significa la exis­
tencia de mâs de un enzima, ya que puede obtenerse con 
un sôlo enzima que muestre coopératividad negativa.
En neutrôfilos humanos al representar las inversas
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de las velocldades frente a las Inversas de las con
centraciones de sustrato, se obtlene una recta con
Km aparente 10 y una VmSx 780+ 446 fmol/min/IO^csIs 
La actividad FMT es mucho menor en neutrôf!lo que 
en higado de rata, 1 0  ^ células repreteentan 1 mg pro 
telna aproximadamente.
Prasad encontrô FMT tanto en la fracciôn solu­
ble como en el precipitado obtenido al centrifugar 
extractos de pituitaria a 2ooog 2o min. En la frac 
ciôn soluble estarla la PMT I y en la otra la PMT
II. Sin embargo, es posible que exista una sôla PMT 
y que la cinética y la especidlficidad de sustrato 
varlen segOn su localizaciôn.(35)
A favor de la existencia de dos PMT estân los
resultados en RBL (gq ). A bajas concentraciones de 
AdoMet, sintetizan preferentemente PME y-a concen­
traciones altas, PC, Se han aislado variantes que t 
transfieren bien el primer metilo, pero la segunda 
transferencia la hacen sôlo con un 2 0 % de eficacia 
respecto a la linea paterna? otras variantes, que 
son capaces de realizar preferentemente la trans- 
ferencia de grupos metilo:a PME para producir PC 
pero sôlo tienen el 18% de la capacidad que posee 
la llnea paterna de metilar PE. Al hibridar los 2 
tipos se obtienen variantes con metilaciôn normal
Estos resultados sugieren la presencia de mâs 
de un enzima pero ; nn puede excluirse la posibili- 
dad de que las diferencias en metilaciôn de fosfo­
llpidos se deban a otros efectos no conocidos, por 
que ninguna de las dos variantes son déficientes 
por completo en una de las actividades metiltrans- 
ferâsicas.
Sôlo la purificaciôn de la PMT y el estudio 
de la especificidad de sustrato con el enzima pu­
rificado permitirâ decidir si existen realmente una 
o mâs PMT.
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5.2.- Liberaciôn de âcido araquidônico.
Ya hemos visto en la introducciôn la polémica 
existante sobre el ciclo del fosfatidilinositol. En 
PMNs la liberaciôn de âcido araquidônico puede pro- 
ducirse por la acciôn de una fosfolipasa o de una 
fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol, y 
la acciôn posterior de una diglicôrido lipasa.
En PMNs humanos nosotros hemos visto que las cé 
lulas marcadas con araquidônico perdlan un 25% de 
radiactividad asociaâa a PI y 14% de la asociada a 
fosfatidilcolina. Como el fosfatidilinositol incor- 
poraba 2,5 veces mâs araquidônico que la fosfatidil 
colina, nuestros resultados sugieren que el 8 o% del 
araquidônico liberado proviens del fosfatidilinosi­
tol .
En células estimuladas con zimosân no habla va­
riaciones en lisofosfatidilcolina, al compararlas 
con células no estimuladas. Esto no signifies que 
la fosfolipasa A^ no esté actuando sobre la fosfati^ 
dilcolina, sino que la lisofosfatidilcolina es de- 
gradada râpidamente a glicerilfosfocolina, que es 
soluble. Otra posibilidad es que el sistema de ex- 
tracciôn utilizado no sea capaz de extraer los liso 
fosfollpidos restantes. Por estas razones hemos me- 
dido la acciôn de la fosfolipasa como pérdida 
de marcaje en fosfatidilcolina marcada con araquidô 
nico.
Si el fosfatidilinositol se dégrada mediante la 
acciôn de una fosfolipasa C deberlamos encontrar un 
aumento en los niveles de diacilglicerol, Al estimu 
lar con zimosân se obtiens una mayor radiactividad 
asociada a diacilglicerol con un mâximo a los 1 0  min. 
Los niveles de diacilglicerol comienzan a disminuir 
luego. Este diacilglicerol puede utilizerse para ac­
tiver una proteina quinasa C ( independiente de nu - 
cleotidos clclicos y dependiente de Ca^^ y diacilgli 
cerol), seraejante a la que existe en plaquetas, y no
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encontrada todavîa en polimorfonucleares humanos.
Otra posibilidad es que el diacilglicerol sea fosfo- 
rilado por una diacilglicerol quinasa para entrar 
de nuevo eüli ciclà del fosfatidilinosi toi.
Walsky cols. (1 3 g) no han detectado ningûn aumen 
to de diacilglicerol durante la estimulaciôn con zi­
mosân, y concluyeron que la enzima responsable de la 
liberaciôn de âcido araquidônico era una fosfolipasa 
Ag que actuaria sogre el fosfatidilinositol. Pero 
tampoco pudieron detectar lisofosfatidilinositoi.
El hecho de que la producciôn de diacilglicerol 
sea transitorla y una3  4 veces menor que la de âcido 
araquidônico puede hacer que su medida présente difi^  
cultades.
Nuestros resultados estân de acuerdo con la idea 
de que tanto la fosfolipssa A^ como la C estân impli 
cadas en la liberaciôn de âcido araquidônico.
El âcido araquidônico producido por la fosfoli­
pasa C, necesita la actuaciôn de una lipasa sobre el 
diglicérido para liberarse. Hemos visto que en neu­
trôf ilos humanos existe actividad diglicérido lipasa 
pero no • es estimulada por el zimosân. La mayor can 
tidad de âcido araquidônico liberado se deberla no a 
una activaciôn de este enzima, sino simplemente a una 
mayor disponibilidad de sustrato.
La actividad que nosotros mediœos en PMNs humanos 
es menor que la eocontrada en plaquetas humanas y en 
plaquetas de caballo. Mientras que nosotros obtene- 
mos 2,6 3 pmol/min/10® células Hoffmann y cols (204 ) 
obtienen 34 nmol/m^K 30 min, es decir unas 100 veces 
mâs y Lapetina, en plaquetas de caballo obtiens ( 2 0 5 )
1 nmol/ mg prot/ 30 min. Nuestros datos son mâs pa- 
recidos a los de Lapetina. Las diferencias entre La 
petina y Hoffpan pueden deberse a la diferencia de 
especies o a la diferencia en los métodos utilizados.
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En nuestro caso, nos hemos ajustado lo mâs po­
sible al método utilizado por Hoffman. La diferencia 
puede deberse a que la diglicérido lipasa de plaque­
tas sea mâs activa que la de PMNs humanos.
En las plaquetas estimuladas con trombina (111 ) 
se genera diacilglicerol a los 5 s de estimulaciôn.
A los 10 s el diacilglicerol ha aumentado unas 30 ve^  
ces. A partir de este mornento eropiezan a recuperarse 
los niveles basales. La radiactividad perdida por el 
fosfatidilinositol podla justificar la ganada por 
el diacilglicerol. Los triglicéridos no se marcaban 
y la radiactividad en âcido fosfatidico auraentaba li 
geramente. Fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina 
no mostraban cambios de concentraciôn; la fosfatidil 
colina si, pero sôlo empezaba a perder araquidônico 
sôlo a los 3o s y continuaba haciéndolo cuando los 
niveles de diacilglicerol eran los basales.
La actividad fosfolipasa C especifica para el 
fosfatidilinositol fue encontrada por Mauco (2 0 4 ) y 
Bell (2D7) independientemente. El tratamiento de pla 
quêtas con dibutiril- cAMP inhibla la producciôn de 
diacilglicerol y la liberaciôn de serotonina. Bell 
( 1 2 6 ) encontrô mâs tarde la actividad diglicérido li 
pasa en plaquetas. Lyons (208) descubriô que al est^ 
mular las plaquetas ; con trombina tenla lugar la fo£ 
forilaciôn de una proteina endôgena de 40 y 20 KD 
de peso molecular. El colâgeno y el PAF también pro- 
ducen formaciôn de diacilglicerol y fosforilaciôn de 
la proteina quinasa C y liberaciôn de serotonina.
El papel del cGMP en el cilo del fosfatidilino­
sitol no estâ claro. Se supone que puede actuar como 
modulador provocando una retroinhibiciôn.
En plaquetas, el nitroprusiato sôdico y el 8- 
bromo - cGMP inhiben la hidrôlisis del fosfatidiling 
sitol estimulada por trombina, la formaciôn de dia- 
cilqlicerol, y la fosforilaciôn de una proteina de 
50000 D (20?).
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Nishlzaka ( 210) ha descrito que esteres de forbol, 
que inducen la producciôn de tumores, se intercalan 
en la bicapa lipldica de la membrana y activan direc- 
tamente la proteina ouinasa C sin inducir el turno­
ver de fosfatidilinositol.
En plaquetas de caballo las cosas parecen fun- 
cionar de otra ma ne r a. Lapetina y cols ( 136) propusie 
ron que él âcido araquidônico no provendria de la ac 
ciôn de la diglicérido lipasa, sintK. de una fosfoli­
pasa Ag especifica para el âcido fosfatldico. Cuando 
marcaban plaquetas con fosforo y las incubaban con 
quinacrina para luego estlmularlas con trombina, blo- 
queaban la liberaciôn de âcido araquidônico, pero se- 
gula teniendo lugar la degradaciôn de Pl a PA, para 
luego volver a sintetizarse PI. Billah y cols, expli- 
uaron la acciôn inhibitoria del cAMP ( que reduce la 
liberaciôn de araquidônico) ,jnediante un aumento de la 
velocidad de conversion de PA a PI, disminuyendo la 
concentraciôn de PA, y por tanto la liberaciôn de 
âcido araquidônico al disminuir la cantidad de sustra­
to de la fosfolipasa A^ especifica para el âcido fos­
fatldico. Sin embargo, nunca pudieron confirmar su hi 
pôtesis, al no encontrar âcido lisof osf atldico ( 2 1 l)>
Lapetina ha observado que en plaquetas de caba­
llo el factor activante de plaquetas estimula el ci 
cio del fosfatidilinositol. La degradaciôn inicial 
de fosfatidilinositol y la formaciôn de âcido fosfa­
tldico es paralela a la liberaciôn de serotonina{2 1 2 ).
Lapetina y cols.(213) hablan propuesto la . 
existencia de una fosfolipasa C insensible a quina­
crina (213). Sin embargo, Hofmann y cols (2 0 a) han 
demostrado que la mepacrina inhibe también a la fos­
folipasa C.
Imai y cols,(214) sugirleron que el recambio del 
fosfatidilinositol estâ acoplado en la agregaciôn de 
plaquetas a estimulos taies como la trombina o colâ-
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geno, que afctûan a través de receptores de membrana 
pero no cuando el estfmulo es capaz de activer las 
plaquetas sin interaccionar con el receptor, como el 
A23187. El ionôforo no aumenta la producciôn de dia­
cilglicerol y âcido fosfatldico ni fosfatidilinositol 
pero si produce agregaciôn irreversible de plaquetas 
y liberaciôn de âcido araquidônico. Imai observô 
que se acumulaba lisofosfatidilinositol, concluyen- 
do que con el ionôforo se activaba una fosfolipasa Ag 
También observô que el A23187 podfa activer las pla­
quetas en ausencia de calcio estracelular.
Recienteraente Billah y cols ( 215) han propuesto 
la existencia de très procedencias distintas del fos^  
fatidilinositol en plaquetas estimuladas ( 215) . Dos 
de ellos son degradados por la fosfolipasa C especf 
fica para PI y otro por fosfolipasa A^. La degrada­
ciôn del fosfatidilinositol meddante la fosfolipasa C 
precede a la de la fosfolipasa A^. El ciclo del fos­
fatidilinositol séria sensible a un pequeno aumento 
del calcio citosôlico, pero una mayor movilizaciôn- 
del calcio bloquearla el ciclo inhibiendo la conver- 
siôn del âcido fosfatldico en fosfatidilinositol y 
activando las fosfolipasas A^.
Serhan y cols( 3 5  ) han descrito recientemente 
cambios en fosfollpidos totales analizando cantida- 
des de f<5©foro en neutrôf ilos humanos estimulados 
con FMLP o PMA. Estos resultados no son comparables 
con los nuestros no sôlo porque utilizan distintos 
estimulos, sino porque al utilizar sustratos marca- 
dos nosotros estudianos recambio de fosfollpidos y 
los cambios pueden refiejar variaciones en compar­
timentes celulares o "pools" preferentemente marca- 
dos de precuœres de fosfollpidos. Ellos observaron 
que FMLP 10~^M o PMA i fig/ml inducen variaciones en 
la masa de fosfollpidos totales a tiempos muy cor- 
tos (15 s). Cinco segundos después de la adiciôn
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de FMLP el contenido de PC, PS y PA aimenta y el-de 
PI disminuye. Entre 0-120 s solo los niveles de. PA 
permanecen elevados mientras que disminuyen los del 
resto.
Cuando los neutrôfilos fueron expuestos a PMA 
1 pg/ml los niveles de fosfatidilcolina y fosfati­
dilserina aumentaron en menos de 15 s, pero no ob 
servaron variaciones en PI y PA hasta pasados 60s 
El ionôforo A23187 5 pM disminuye 15% los niveles 
de PC y PE en 15 s. No encontraron variaciones en 
PI o PA.
En muchos tejidos ( l^ S^) fosf atidiletanolamina 
y su plàsmalôgeno son ricos en âcido araquidônico 
aunque en plaquetas, sinaptosomas y macrôfagos am 
bos incorporan âcido araquidônico muy lentamente. 
Por ello, comparando medidas de masa y datos de ra­
diactividad se encuentran discrepancies. Otro pro­
blems es que la reacilaciôn de fosfollpidos deaci- 
lados puede obscurecer la contribueiôn de un fos- 
folipido dado. La acumulaciôn de lisofosfolf^idos 
refleja sôlo el grado en que la reacilaciôn supera 
a la deacilaciÔn.
En células 3T3 transformadas se ha demostrado 
inequivocamente la existencia de la desacilaciôn 
de PI porque estâ bien probada la acumulaciôn de 
LPI. (216).
Otro sistema en el que la liberaciôn de âci­
do araquidônico es importante ha sido estudiado por 
Okazaki y cols.( 217) , El âcido araquidônico da
lugar a las prostaglandinas, que tienen un papel im 
portante en el parto. El contenido de âcido araqui­
dônico de PE y PI en tejido amniôtico es relativa­
mente alto antes de que empiece el parto y disminu­
ye en las fases tempranas del mismo. El âcido ara­
quidônico se libera ^ e PE mediante una fosfolipasa 
A^, pero también se ha demostrado la existencia de 
una fosfolipasa C especifica de PI, dgacilglicerol
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lipasa y monoglicërido lipasa en membranas fétalés y 
en decidua vera (218). En tejido amniôtico, la canti­
dad de diacilglicerol que es liidrolizado oor la lipa­
sa y la velocidad de liberaciôn de âcido araquidônico 
Dodrian ser regulados oor la diacilglicerol quinasa. 
Okazaki y cols, propusieron un mecanisrao de regula- 
ciôn de la liberaciôn de âcido araquidônico en teji^ 
dos intrauterinos durante el parto. A bajas concentra 
clones de calcio y/o diacilglicerol, el diacilglice­
rol sigue la ruta de la quinasa y en presencia de cal 
cio V diacilglicerol, la ruta de la lipasa preferente 
mente (219).
FI factor activante de plaquetas también activa 
el métabolisme del fosfatidilinositol en plaquetas 
de conejo (212). En 15 s produce una disminuciôn de 
PI y el PA aumenta cuatro veces. En plaquetas previa 
mente marcadas con fôsforo aparecen marcados DPI y 
TPI y PA en menos de un minùto y el PI empieza a es­
tar marcado después de un minute.
El factor activante de plaquetas es un potente 
estimulador de las mismas. Diferentss tipos de célu­
las de mamîferos liberan este factor cuando son est^ 
muladas. En plaquetas, ademâs de producir agregaciôn 
V desgranulaciôn, produce estimulaciôn de la libera­
ciôn de âcido araquidônico con la subsiguiente sinte- 
sis de tromboxanos. Dfedo que el PAF y los metabolites 
del âcido araquidônico estimulan a los polimorfonucle 
ares de una manera similar, se intentô saber si el 
PAF mediaba el métabolisme del âcido araquidônico.
Chitton y cols, lian descubierto recientemente 
(163) que el PAF estimula la ruta de la liooxigenasa 
en polimorfonucleares de conejo.
En conclusiôn, cuando los neutrôfilos son es­
timulados se produce una liberaciôn de âcido ara - 
quidônico, que es un precursor de mediadores tan
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Importantes como prostaglandinas, tromboxanos y leu- 
cotrienos. El âcido araquidônico se libera de fosfa­
tidilinositol y fosfatidilcolina. La acciôn de la fos 
folipasa C sobre PI produce diacilglicerol transito- 
riamente. Este diacilglicerol puede activar a una pro 
teina quinasa C, servir como sustrato para la sfnte- 
sis de nueve fosfatidilcolina o fosfatidiletanolami­
na por la ruta de la CDP-base, reacilarse y entrar 
de nuevo en el ciclo del PI, o ser degradado con pro 
ducciôn de araquidônico y monoglicërido, o bien ser 
utilizado en la sîntesis de triglicéridos. No se ha 
investigado aün en neutrôfilos el oapel de DPI y TPI 
pero séria interesante averiguar si su metabolismo 
estâ modificado durante la estimulaciôn con zimosân.
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5. 3.- Efecto de inhibidores de endocitosis sobre el 
metabolismo de fosfollpidos.
Durante el proceso de fagocitosis las células unen 
una partlcula que luego internalizan. Este proceso es 
paralelo a la endocitosis de receptores de ciertas sus- 
tancias taies como factor de crecimiento epidérmico, la 
.Xg-macroglobulina, la insulina, triiodotironina, lipo- 
proteïnas de baja densidad y algunas toxinas (220).
Ipicialmente estas sustancias se unen a receptores 
distribuldos difusamente en la superficie celular; los 
complejos hormona-receptor se agrupan desnues en unas es^  
tructuras especialiaadas de la membrana, que son una es- 
pecie de pozos revestidos interiormente de una proteina 
llamada clatrina de 180 000 D de peso molecular. Luego, 
los ligandos se transfieren a unas veslculas intracelu- 
lares especializadas llamadas receptosomas que llevari 
su contenido al aparato de ^Golgi (221).
En la fagocitosis de particules de lâtex por macrô 
fagos, Aggeler y cols. (222) han observado âreas de cia 
trina en el lado citoplasmâtico de los fagosomas.
Aunque en general se crela (221) que en la fagoci­
tosis de particules no tenlan importancia las veslculas 
revestidas de clatrina, las observaciones de Aggeler 
indican que las estructuras revestidas de dicha protei­
na pueden tener también un papel durante la fagocitosis.
Los derivados fluorescentes del factor de crecimien 
to epidérmico, insulina y o(^-macroglobulina son secues- 
trados en las mismas veslculas endoclticas( 220).
Para estudiar el mecanismo de la Internalizaciôn 
se han buseado inhibidores. La metilamina, dansilca- 
daverina v otras aminas inhiben este proceso (223)-
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Davies y cols. (223) sugirieron que alguna etapa 
del proceso de internalizaciôn podfa requérir la ac­
ciôn de la R-glutaroiftil péptido: amino gamma gluta- 
miltransferasa EC 2.3.2.13 (transglutaminasa), que 
cataliza la formaciôn de epsilôn-(-gamma-glutaminil) 
Usina entre raolêculas de protefna y también el aco- 
plamiento de aminas y diaminas al residue gamma-car- 
boxilo de la glutamina.
La transglutaminasa era la'principal enzima co- 
nocida que se inhibfa por varias aminas primarias y 
vieron que la capacidad de inhibiciôn de la interna- 
lizaciôn se correspondis con la zcapacidad de inhibi­
ciôn de las transglutaminasas. Pero se necesitaba 5- 
10 veces mâs inhibidor para producir 50% de agrupa- 
miento e internalizaciôn de receptores que para pro­
ducir el 50% de inhibiciôn de la transglutaminasa.
La dansilcadaverina era el inhibidor mâs acti­
ve, y las aminas primarias eran mâs efectitas que sus 
isômeros de cadena ramlficada (224,225 ).
Haigler y cols, vieron que mientras que bacitra 
cina y metilamina Inhiben la transglutaminasa y la in 
ternalizaciôn de alfa^-macroglobulina, no inhiben la 
Internalizaciôn del factor de crecimiento epidérmico 
y la dansilcadaverina (DACAD) sôlo lo hacla a concen­
traciones elevadas. Aunque los dos ligandos son secues 
trados en las mismas veslculas endoclticas, el meca­
nismo de internalizaciôn debe ser distânto (226) .
La dansilcadaverina inhibla la internalizaciôn 
del factor de crecimiento epidérmico (227). La aman- 
tadina, rimantadina y la dansilcadaverina inhiben la 
endocitosis del virus de la estomatitis vesicular (228) 
siendo dansilcadaverina veinte veces mâs potente que 
la rimantadina.
La rimantadina y la amantadina se han utilizado 
para prévenir y tratar infecciones gripales.(220).
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En PMNs humanos nosotros hemps visto que la dan­
silcadaverina inhibe reversiblemente la sîntesis de 
fosfatidilcolina oor transmetilaciôn y transcolinaciôn. 
Otro inhibidor de la transglutaminasa, la alfa-bromo-4- 
hidroxi-3-nitroacetofenona, también inhibe la transcol^ 
naciôn, pero no influye en la ruta de la transmetilaciôn 
Los antivfricos rimantadina y amantadina no tuvieron 
tampoco efecto en la incorporaciôn de grupos (^H)-meti 
lo de la metionina en fosfollpidos totales, pero inhi- 
bieron la sîntesis de fosfatidilcolina por transcolina 
ciôn, aunque se necesitaban concentraciones mâs altas 
( ImM ). La rimantadina fue mas efectiva que la amanta 
dina.
Estos datos hacen oensar que el efecto de la dan­
silcadaverina, rimantadina y amantadina sobre la inter 
nalizaciôn no puede atribuirse especlficamente a la in 
hibiciôn de la transglutaminasa, ÿà que otro proceso 
importante, como la sîntesis de fosfatidilcolina, nece 
saria para la construcciôn de nuevos bloques de membr^ 
na, estâ también inhibido.
Pearlman y cols. (230) descubrieron que habla se- 
rinesterasas implicadas en la ingestiôn de eritrocitos 
revestidos de complemento por neutrôfilos de cobaya. 
Musson y cols. (231)usando inhibidores de esterasas, p 
propusieron la existencia de al menos dos serinestera 
sas implicadas en la fagocitosis de neutrôfilos huma­
nos, una de las cuales es activada por la dniôn del 
ligando al receotor. Hemos querido ver qué efectos tie 
nen los Inhibidores de serinesterasas sobre la slnte- 
sis de fosfatidilcolina. El fluoruro de dansilo afec- 
tô a la incorporaciôn de metionina en fosfatidilcoli 
na y mâs aûn la incorporaciôn de colina. El fluoruro 
de parametilsulfonilo sôlo afectô a esta ûltima via de 
sîntesis y a concentraciones 10 veces mâs altas.
Inhibidores de serinesterasas bloquean en pla
- 109 -
quêtas la movllizaciôn del âcido araquidônico y la 
actividad de la fosfolipasa C especifica para PI
( 232) .
En neutrôfilos de conejo, la dansilcadaverina 
inhibe la quimiotaxis, internalizaciôn de recepto­
res para FMLP, pero no su uniôn al receptor, la 
sîntesis de PC por transmetilaciôn y transcolina­
ciôn, asi como la de PE por la via de la CDP-eta- 
nolamina. Al mismo tierapo, aumenta la incorpora­
ciôn de inositol el fosfatidilinositol ( 233) .
Recientemente se ha publicado que las polia 
minas afectan a la fosfolipasa C. Esto sugiere 
que el efecto de la dansilcadaverina podria ser 
el de inhiblr la degradaciôn de PI en lugar de o 
ademâs de favorecer su sîntesis.
En otros tipos de células, como fibroblastos 
humanos, hepatocitos de rata, osteosarcona. y neu 
roblastomas, también se ha enContrado una inhibi­
ciôn de la sîntesis de fosfatidilcolina por la 
dansilcadaverina. Es posible que la dansilcadave­
rina inhiba la endocitosis y la quimiotaxis per- 
turbando marcadamente el metabolismo de los fosfo 
llpidos (233) .
El drâstico efecto que tiene la inhibiciôn de 
la sîntesis de fosfatidilcolina con compuestos ta­
ies como la dansilcadaverina sobre la endocitosis 
lleva a pensar que la regulaciôn coordinada de la 
sîntesis de fosfatidilcolina podria ser importan­
te para mantener las funciones de membrana.
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La figura resum.e el metabolismo de los fosfolf- 
pidos estudiados durante la estimulaciôn de la fa­
gocitosis en PMNs humanos.
Cuando la particule de zimosân se une al rece£ 
tor de membrana del PMN huroano se producen una serie 
de cambios metabôlicos que conducen a la respuesta 
secretoria de PAF, enzimas contenidos en los grânu- 
los, âcido araquidônico y su metabolitos, aniôn su- 
perôxido, y otras sustancias de acciôn bacté­
ricide .
Una vez que la particule de zimosân estâ unida 
al receptor se produce la hidrôlisis del PI. No se 
sabe todavla qué ocurre con DPI y TPI en PMNs. Esto 
puede conducir a una movilizaciôn del calcio intra- 
celular, con lo que se activarla una fosfolipasa A^ 
que actuaria sobre la fosfatidilcolina.
La acciôn de la fosfolipasa A^ produce liso- 
fosfatidilcolina (LPC) y un âcido graso libre, que 
puede ser el âcido araquidônico.
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Para que se libéré âcido araquidônico del PI 
se necesita la acciôn de una fosfolipasa C y una 
lipasa.
El diacilglicerol (DG) liberado puede ser foafo 
rilado de nuevo produciendo âcido fosfatldico (PA) 
y resintetizar fosfatidilinositol (PI) o bien servir 
como sustrato para sintetizar PC por transcolina­
ciôn ( ruta estimulada cuando las células se tra- 
tan con zimosân). Este DG tal vez activa una pro­
teina quinasa tipo C como ocurre en plaquetas es­
timuladas con trombina. El DG también puede utili- 
zarse como sustrato en la sîntesis de fosfatidil- 
etanolamina (PE) La PE se transforma en PC por 
sucesivas transmetilaciones, pero esta ruta estâ 
inhibida cuando se estimula la fagocitosis.
El âcido araquidônico producido puede ser li­
berado al medio o metabolizado, produciendo media­
dores de la inflamaciôn como las prostaglandinas 
los tromboxanos y los leucotrienos, que influpen 
en las funciones del neutrôfilo y en las respuestas 
de hipersénsibilidad inmediata. Ademâs, estos me­
diadores influyen en la quimiotaxis y/o en la qui- 
miocinesis de los leucocitos- Es posible que la 
producciôn de metabolitos de la ruta de la lipoxi- 
genasa représente un mecanismo de control para que 
los neutrôfilos se acumulen en los centoos de infla 
maciôn.
Otro mediador lipfdico, el PAF, es también li­
berado durante la estimulaciôn de la fagocitosis.
Los estudios mâs recientes indican que el PAF a 
su vez podria influir en el metabolismo del PI, 
como ocurre en plaquetas, y en el del araquidônico 
(activando la lipoxigenasa).
El conocimiento mâs profundo de las complétas 
interrelaciones entre las rutas y el modo de inîiuir 
farmacolôgicamente en ellas puede contribuir al dise 
no de drogas para el tratamiento de las enfermedade^^^^ï^% 
inflamatorias .
BIBLIOTECA
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6.- CONCLUSlONES.
1.- La adiciôn de partfculas de zimosân revestidas 
de complemento a leucocitos polimorfonucleares hu­
manos tiene un doble efecto sobre la sintesis de 
fosfatidilcolina. La S-adenosil-L-metionina : fos- 
fatidiletanolamina-N-metilt^^ansfer^sa se inhibe 
mientras que la CDP-colina: diacilglicerolfosfoco- 
lina transferasa se activa. El efecto es dependien 
te de la dosis y del tiempo de estimulaciôn en am- 
bos casos.
La inhibiciôn de la transmetilaciôn y la est! 
mulaciôn de la transcolinaciôn se correlacionan 
bien con las respuestas biolôgicas inducidas duran 
te la fagocitosis, tgles como la liberaciôn del en 
zima beta-glucuronidasa y del factor activante de 
plaquetas.
La funciôn de la doble regulaciôn de la sin­
tesis de fosfatidilcolina en PMNs humanos séria 
proporÉionar molécules de fosfatidilcolina nece- 
sarias para la construcciôn de nuevos bloques de 
membrana necesarios para la fagocitosis, El gas- 
to de fosfatidiletanolamina, sustrato de la via 
de transmetilaciôn estarla inhibido, al ser tam­
bién un components nedesario de las membranas.
2- Durante la estimulaciôn de la fagocitosis se pro 
duce una liberaciôn de âcido araquidônico, asi co 
mo un aumento transitorio de diacilglicerol, produc 
to de la acciôn de la fosfolipasa C sobre el fosfa­
tidilinositol. La liberaciôn de âcido graso es espe 
eifica del âcido araquidônico, y se produce tanto 
a partir ce fosfatidilcolina como de fosfatidilino 
sitol, mediante la acciôn de una fosfolipasa y 
una fosfolipasa C especifica para fosfatidilinosi­
tol .
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3.- Al modificar farmacolôgicamente el metabolis­
mo de fosfatidilinositol y fosfatidilcolina, se mod^ 
fica la respuesta biolôgica del neutrôfilo humano;
- al inhibir la transmetilaciôn, dentro de ciertas 
concentraciones, se aumenta la respuesta secretoria 
de factor activante de plaquetas
- al inhibir la liberaciôn de âcido araquidônico 
con inhibidores del ciclo del fosfatidilinositol, 
(isobutilmetilxantina y quinacrina), se inhibe la 
fagocitosis
- dansilcadaverina, un inhibidor de la internaliza­
ciôn de receptores, inhibe la sîntesis de fosfati­
dilcolina .
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